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RESUMO

Nos ultimos anos, houve o aumento na busca para adquirir produtos contendo ingredientes
naturais. Pigmentos naturais vém recebendo ateng¢do especial do mercado e da industria, uma
vez que minimizam os danos a saide e ao meio ambiente causados por pigmentos sintéticos.
Esses pigmentos sdo adjuvantes em diversos produtos, agregando propriedades fisico-quimicas
e bioldgicas e comumente extraidos de uma ampla gama de organismos, sendo que os
pigmentos fungicos apresentam vantagens como uma ampla gama de cores, rapido crescimento,
facil extracdo e independe das condi¢des climaticas. Fungos de ambientes extremos tem se
mostrado como uma abordagem promissora na busca de biomoléculas com potencial
antimicrobiano. Assim, os objetivos deste estudo foram: Elaborar uma revisao bibliografica
sobre produgdo de pigmentos a partir de isolados antarticos, sua aplicagdo biotecnoldgica,
toxicidade, mercado e levantamento de patentes destes pigmentos; Isolar e caracterizar fungos
de solos da Geleira Collins (Antartica) por meio de analise morfologica e do sequenciamento
da regido ITS; Selecionar os isolados de fungos filamentosos produtores de pigmentos
(extracelulares) e cultiva-los em estado submerso e estado s6lido, bem como caracterizar os
pigmentos produzidos e avaliar seu potencial antimicrobiano. A revisao bibliografica verificou
que poucos microrganismos antarticos foram patenteados para a produgao de pigmentos, entre
12 espécies pesquisadas, apenas 4 possuem patentes registradas até o momento. Além disso, a
revisdo possibilitou o aprofundamento do tema e contextualizagdo para o delineamento da
pesquisa (capitulo II e III desta dissertagdo); O isolamento permitiu obter um total de 52 fungos
isolados de solo de degelo da Geleira Collins-face sudeste, e se reativou 12 fungos da face-
oeste da colecdo de fungos antarticos do LAMPB/UFSC. Isto permitiu comparar os
géneros/espécies presentes nos dois transectos da geleira de estudo. A identificagdo presuntiva
permitiu classificar esses isolados em 8 géneros: Aspergillus, Cladosporium, Curvularia,
Paecilomyces, Penicillium, Pseudogymnoascus, Talaromyces e Thelebolus. A analise
filogenética possibilitou inferir espécies como Talaromyces cnidii e Pseudogymnoascus
shaanxiensis, sendo o primeiro relato destas espécies no continente Antartico, sugerindo ampla
dispersdo e adaptagdo das espécies a ambientes frios. Além disso, os isolados de
Pseudogymnoascus sp. (SC04.P3, SC12.P3 e ACF093) agrupam-se em clados distintos de
outras espécies, podendo representar novas linhagens fungicas. A triagem dos fungos
produtores de pigmentos foi realizada com os 61 isolados filamentosos, dentre estes, 6 mostram-
se produtor de pigmentos extracelulares e foram selecionados para as proximas etapas de
produgdo e extracao de pigmentos. As linhagens selecionadas foram cultivadas em meio solido
de arroz por 14 dias a 15,0 °C e os pigmentos foram extraidos com: metanol, 4gua e acetato de
etila. Os pigmentos apresentaram-se com pico de absorbancia de carotenoides (495nm),
melaninas (488nm) azafilonas (400nm) e naftoquinonas (540nm). A atividade antimicrobiana
foi realizada pelo método de bloco de difusdo em agar e demonstrou que os pigmentos extraidos
em acetato de etila dos isolados de Pseudogymnoascus sp. (4 isolados) inibiram o crescimento
de Staphylococcus aureus ATCC 6538. Além disso, os pigmentos do género
Pseudogymnoascus se mostraram solliveis em agua, o que aumenta a viabilidade e a
sustentabilidade do bioprocesso. As caracteristicas dos pigmentos e os testes antimicrobianos
mostraram que os isolados psicrofilicos Pseudogymnoascus sp. representam uma nova fonte
promissora de pigmentos com atividade antimicrobiana. A caracterizacdo quimica dos extratos
se faz necessaria para garantir a seguranga dos extratos e a seu potencial aplica¢do na industria
de alimentos, cosméticos e téxteis.

Palavras-chave: Antartica; extremofilos; pigmentos; Pseudogymnoascus.



ABSTRACT

In recent years, there has been an increase in the search for products containing natural
ingredients. Natural pigments have received special attention from the market and industry as
they could overcome the harm to health and the environment caused by synthetic pigments.
Natural pigments are adjuvants in several products, add physicochemical and biological
properties, and are commonly extracted from a wide range of organisms. They present several
advantages such as a wide range of colors, fast growth, easy extraction, and independence of
climatic conditions. Fungi from extreme environments showed to be a promising source in the
search for biomolecules with antimicrobial potential. Thus, the goals of this study were:
Conduct a literature review on pigment production from Antarctic fungi, their biotechnological
application, toxicity, market and patent survey of these pigments; Isolate and characterize soil
fungi from Collins Glacier (Antarctic) through morphological analysis and ITS sequencing
region; Screen fungi strains that produce extracellular pigments and cultivate them in
submerged and solid state, as well as characterize the produced pigments and evaluate their
antimicrobial activity. The literature review found that few Antarctic microorganisms were
patented for the pigment production, among 12 species researched, only 4 have registered
patents. In addition, the review made it possible to deepen the theme and contextualize the
research lineation (chapters II and III); It was isolated a total of 52 fungi from the thaw soil of
the Collins Glacier-southeast face, and 12 fungi from the west face from the LAMPB/UFSC
Antarctic fungi collection were reactivated. This allowed comparing the genera/species present
in the two transects of the study glacier. The presumptive identification (morphological)
classified these isolates into 8 genera: Aspergillus, Cladosporium, Curvularia, Paecilomyces,
Penicillium, Pseudogymnoascus, Talaromyces and Thelebolus. The phylogenetic analysis infer
species such as Talaromyces cnidii and Pseudogymnoascus shaanxiensis, which is the first
report of these species in the Antarctic, suggesting wide dispersion and adaptation of the species
to cold environments. In addition, Pseudogymnoascus sp. (SC04.P3, SC12.P3 and ACF(093)
were clustered in distinct clades and may represent new fungal lineages. The screening of
pigment-producing fungi was carried out with the 61 filamentous isolates, among which 6 were
shown to produce extracellular pigments and were selected for the next stages of pigment
production and extraction. The selected strains were cultivated in rice solid medium for 14 days
at 15.0 °C and the pigments were extracted with: methanol, water and ethyl acetate. The
pigments presented a maximum absorbance of carotenoids (495nm), melanins (488nm),
azaphyllones (400nm) and naphthoquinones (540nm). Antimicrobial activity was performed by
the agar diffusion block method and demonstrated that the pigments extracted in ethyl acetate
from Pseudogymnoascus sp. (4 isolates) inhibited the growth of Staphylococcus aureus ATCC
6538. In addition, Pseudogymnoascus pigments were shown to be soluble in water, which could
increasesthe viability and sustainability of the bioprocess. Pigment characteristics and
antimicrobial tests showed that the psychrophilic Pseudogymnoascus sp. represent a potential
new source of pigments with antimicrobial activity. Extract chemical characterization is
mandatory to guarantee the extract safety and their potential application in the food, cosmetics
and textile industries.

Keywords: Antarctic; extremophiles; pigments; Pseudogymnoascus.
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1. INTRODUCAO

A cor desperta os primeiros sentidos sensoriais de um determinado produto (Sezgin, A.
e Sibel 2017). Industrias como alimenticia, téxtil, cosmética e farmac€utica motivadas pelas
tendéncias e conscientizagao do consumidor levou ao aumento do uso de ingredientes de cores
naturais (Molelekoa TBJ et al. 2021). Nesse contexto, os pigmentos naturais vém recebendo
atengdo especial do mercado e da industria, pois o uso de cores sintéticas ¢ prejudicial a saude
humana e ao meio ambiente, apresentando desvantagens como baixa degradacao e potencial
para causar carcinogénese e alergias (Lagashetti et al. 2019).

Pigmentos de fontes naturais sdo sintetizados principalmente por plantas, animais e
microrganismos (Sharid et al. 2013). No entanto, o processo de producio de pigmentos a partir
de plantas apresenta desvantagens como dependéncia sazonal (Lagashetti et al. 2019).
Atualmente, microrganismos, incluindo bactérias, fungos e algas, tém se mostrado uma
excelente fonte alternativa de pigmentos naturais (Lagashetti et al. 2019). Entre os
microrganismos produtores de pigmentos, os fungos apresentam-se como produtores mais
eficientes, com vantagens como: crescimento independentemente das condigdes climaticas e
capacidade de produzir uma ampla gama de pigmentos, como melanina, carotenoides ou
policetideos (Sharid et al. 2013).

O continente antartico apresenta condigdes ambientais extremas, como alta incidéncia
de radiagdo ultravioleta (UV), salinidade, baixas temperaturas e ciclos de congelamento e
degelo (Fell et al. 2006; Gongalves et al. 2012). O sucesso ecologico dos fungos na colonizagao
da Antartica tem sido associado a sua capacidade de produzir metabdlitos secundarios, como
os pigmentos (Venil et al. 2020). Os pigmentos flingicos possuem diferentes fungdes
fisiologicas e ecologicas, como a protecdo contra o estresse ambiental (melanina), prote¢ao
contra radiacao oxidante letal (carotenos) e como cofatores na catdlise enzimatica (flavinas)
(Mueller et al. 2005). Além disso, agregam propriedades fisico-quimicas e bioldgicas como
atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatdria e anticancerigena (Tuli et al. 2015).

Diante disso, com a globalizacdo e considerando a tendéncia mundial por uma
biotecnologia mais verde, a demanda por pigmentos naturais devido as suas vantagens sobre os
pigmentos sintéticos € crescente. Nos ultimos anos, fungos extremofilos surgiram entre as
fontes eficientes e ecoldgicas de pigmentos naturais com atividades bioldgicas. Sendo assim, o
estudo destaca a relevancia dos fungos antarticos como fontes de pigmentos naturais com

diversas aplicacdes biotecnolodgicas.
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2. HIPOTESES

Fungos antarticos sdo capazes de produzir pigmentos com atividade antimicrobiana e

que possuam potencial aplicagdo industrial.

3. JUSTIFICATIVA

Os pigmentos sintéticos t€m sido constantemente associados a problemas de satde e seu
uso vém sendo restrito em diversos paises pelo conselho da Unido Europeia (UE) apos
pesquisas cientificas demonstrarem sua associagdo com hiperatividade e deficiéncia de atencao
em criangas (Sezgin, A.e Sibel 2017). Diante disso, a busca por pigmentos de fontes naturais
utilizando microrganismos, como os fungos, pode representar uma alternativa amigavel e
eficiente em industrias de interesse.

Com o aumento da disseminagao de infec¢des microbianas, a busca por novos farmacos
que atuem de modo diferente e eficaz daqueles disponiveis atualmente no mercado tem se
tornado um desafio de saude publica (Akova, 2016). Fungos do continente antartico estdo sendo
frequentemente relatados como produtores de metabdlitos secundarios com atividade
antimicrobiana, antitumoral, anticancerigena e antiparasitaria (Tuli et al. 2015).

Sendo assim, com os danos causados a saude pelos pigmentos sintéticos e a crescente
incidéncia dos microrganismos multirresistentes aos farmacos disponiveis, a busca por
metabolitos secundarios com novas moléculas bioativas tem estimulado os pesquisadores.
Nessa perspectiva, fungos pigmentados de ambiente extremo podem representar linhagens nao
descritas que possuem vias metabdlicas e bioquimicas desconhecidas. Diante do exposto, o
trabalho descrito tem relevancia e se justifica por representar a busca por pigmentos naturais de
fungos em ambientes extremos que sejam NOvVOs, raros € Seguros que possam Servir como

moléculas para o desenvolvimento de novos firmacos menos toxicos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Produzir e caracterizar pigmentos produzidos por fungos pigmentados isolados do solo

da Antartica (Geleira Collins).

4.2 Especificos

e Fazer um levantamento bibliografico em artigos cientificos e patentes sobre pigmentos

fingicos do continente antartico;
e Isolar fungos (filamentosos e leveduriformes) obtidos de solo da Geleira Collins (sudeste);

e Identificar fungos (filamentosos e leveduriformes) das amostras de solo da geleira Collins
(Face Oeste e Sudeste) através de técnicas taxonomicas morfoldgicas e de biologia

molecular;
e Prospectar fungos filamentosos com producao de pigmentos extracelulares;
e Testar diferentes forma de cultivo (liquido e solido) para produ¢do dos pigmentos;

e Testar diferentes forma de extragdo dos pigmentos e caracterizagdo dos perfis de

absorbancia;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos pigmentos fingicos contra bactérias e fungos de

interesse clinico.
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5. CAPITULOS

Os resultados desta dissertacao serdao apresentados na forma de 4 capitulos, dos quais

um (Capitulo 1) ja foi submetido na forma de artigo cientifico em jornal indexado.

6. Capitulo 1: Para um entendimento do tema e contextualizagdo da pesquisa, sugere-
se a leitura do artigo de revisao submetido ao Brazilian Journal of Microbiology e ainda em
revisdo pela candidata ao titulo de mestre, Sabrina Barros Cavalcante: “The hidden rainbow:

The extensive biotechnological potential of Antarctic fungi pigments” (Cavalcante et al.
2022).

7. Capitulo 2: Isolamento e identificacdo dos fungos de solos de degelo de geleiras da

Antartica.

8. Capitulo 3: Produgdo de pigmentos por fungos Antarticos.

9. Capitulo 4. Consideragdes finais e Perspectivas futuras.
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6 CAPITULO 1: “THE HIDDEN RAINBOW: THE EXTENSIVE
BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF ANTARCTIC FUNGI PIGMENTS”

Submetido ao Brazilian Journal of Microbiology - Més Outubro de 2022

6.1 Resumo

O continente Antartico ¢ um ambiente extremo reconhecido principalmente por suas
temperaturas abaixo de zero. Os fungos sdo microrganismos ubiquos que se destacam até
mesmo entre 0s organismos antarticos, principalmente pela producdo de metabolitos
secundarios com diferentes atividades biologicas. Os pigmentos sdo um exemplo dessas
moléculas, cuja producao ocorre principalmente em resposta a condigdes hostis. Uma variedade
de fungos pigmentados foi isolada do continente Antértico, ndo apenas vivendo no solo, rochas
sedimentares, neve e 4gua, mas também associados a liquens, musgos, rizosferas e zooplancton.
Ambientes fisico-quimicos extremos fornecem uma configuracdo adequada para a produgado de
pigmentos microbianos com caracteristicas Unicas. Considerando o potencial biotecnologico
dos extremofilos e as preocupacdes com os pigmentos sintéticos, grande interesse por
alternativas de pigmentos naturais tem sido levantado. Além das atividades biologicas
fornecidas por pigmentos fingicos para sobreviver em ambientes extremos (por exemplo,
fotoprotecao, atividade antioxidante e resisténcia ao estresse), esses pigmentos também podem
ser de grande interesse para as industrias biotecnoldgicas. Este artigo fornece uma revisao sobre
o potencial biotecnoldgico dos pigmentos fingicos da Antartica, com uma discussdo detalhada
sobre o papel biologico dos pigmentos flingicos, a produgado industrial de pigmentos de fungos
extremofilicos, a toxicidade dos pigmentos, bem como uma perspectiva de mercado atual e
propriedades intelectuais publicadas relacionadas a fungos antarticos pigmentados.

Palavras-chave: Antartica; pigmentos microbianos; fungos; carotenoide; melanina.



21

6.2 Introducao

Os pigmentos oferecem diversas aplicagdes na industria alimenticia, té€xtil, cosmética e
farmacéutica. Sua principal fungdo ¢ melhorar os aspectos sensoriais do produto, o que desperta
o interesse do consumidor. Nesse contexto, os pigmentos naturais vém recebendo atengdo
especial do mercado e da industria, uma vez que causam menos danos a saide € ao meio
ambiente que os causados por pigmentos sintéticos (Lagashetti et al., 2019). Além de dar cor,
os pigmentos naturais sdo adjuvantes em diversos produtos, agregando propriedades fisico-
quimicas e biologicas como atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria e
anticancerigena (Tuli et al. 2015). Quanto a sua origem, os pigmentos naturais podem ser
extraidos de uma ampla gama de organismos, incluindo plantas, animais e algas, bem como de
bactérias e fungos (Rana et al. 2021). Os pigmentos fingicos tém vantagens como uma ampla
gama de cores, rapido crescimento das células fungicas e facil extracdo em comparagdo com a
biomassa vegetal que nao esta disponivel ao longo do ano e ¢ mais dependente das condi¢des
climaticas que os fungos (Venil et al. 2020).

O continente antartico apresenta condi¢des ambientais extremas Gnicas. E considerado
o continente mais frio e seco do nosso planeta, com temperaturas que variam entre -10 °C e -30
°C no verao e -60 °C no inverno (Nicolas; Bromwich, 2011). Os microrganismos antarticos
desenvolveram uma diversidade metabolica que permitiu a colonizacao de diferentes nichos,
como solos, sedimentos, rochas, neve, gelo glacial, permafrost e vegetacdo (Ruise et al. 2007;
Coleine et al. 2018). Podem ser classificados de acordo com as condic¢des fisico-quimicas de
crescimento, sendo termofilos (alta temperatura), psicréfilos (baixa temperatura), acidofilos
(alto pH), haldfilos (alto teor de sal), xerofilos (baixo teor de agua), oligotroficos (baixos
nutrientes) e radiotolerante (radiagdo) (Singh e Gabani et al. 2011). Em particular, os
organismos adaptados ao frio sdo subdivididos em psicrofilos: encontrados predominantemente
em ecossistemas marinhos, com crescimento 6timo a 15,0 °C (Harding et al. 2011) e
psicrotolerantes: que sobrevivem a temperaturas abaixo de 20,0 °C, mas apresentam uma taxa
de crescimento 6tima entre 20,0 °C e 25,0 °C e, portanto, sdo mais adequados para viver dentro
destas faixas de temperaturas (de Maayer et al. 2014).

O sucesso ecologico dos fungos na colonizagdo antartica tem sido associado a
capacidade desses organismos de produzir metabolitos secundarios para superar condigdes
ambientais desfavoraveis (Venil et al. 2020), como compostos pigmentados. Fungos
pigmentados podem tolerar altas incidéncias de radiagdo UV melhor do que fungos nao

pigmentados (Pulschen et al. 2015; Kreusch e Duarte, 2021). Por exemplo, a parede celular
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melanizada de alguns fungos filamentosos antarticos atua como um escudo contra radiagao,
proporcionando resisténcia para sobreviver em condic¢des tao extremas (Venil et al. 2020). Os
pigmentos podem reduzir o fotodano e atuar como mecanismos adaptativos para a
osmorregulagdo, o que leva a tolerancia contra salinidade extrema, dessecagdo e ciclos de
congelamento/descongelamento (Mueller et al. 2005).

Essa incrivel variedade de fungdes de pigmento chamou a atencdo para potenciais
aplicacoes biotecnoldgicas nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica (Mitrovic et al.
2011). Pigmentos fungicos, especialmente melanina, carotenoides e licopeno, tém sido
utilizados para aplicagdes cosméticas, incluindo protetores solares, batons, cremes faciais e
tratamentos anti-envelhecimento (Caro 2017, Rao et al. 2017; Sajid & Akbar 2018). Além disso,
foi demonstrada a aplicacdo de carotenoides em produtos alimenticios (Mata-Gomez et al.
2014), e alguns desses compostos também podem ser utilizados na agricultura (Kumar et al.
2010). Nesse contexto, o ambiente antartico apresenta um reservatorio natural de fungos
produtores de pigmentos como: carotenoides e melaninas e pigmentos potenciais como as:
azafilonas e antraquinonas.

Nesta revisao, enfatizamos a relevancia dos fungos antarticos como fontes de pigmentos
naturais e seu potencial na aplicacdo biotecnoldgica, com énfase mais profunda na radiagdo UV,
fungos antarticos como potenciais fontes de pigmentos, producdo de pigmentos por fungos
extremofilos, potencial toxicidade de pigmentos derivados de fungos, mercado de pigmentos,

propriedade intelectual de pigmentos de fungos antarticos e perspectivas futuras.

6.3 Referencial Teorico
6.3.1 Ambiente antartico: radiagao UV

A maioria dos ecossistemas antarticos apresenta uma alta incidéncia de radiacao,
particularmente durante as estacdes de verao, que desafiam as populagdes microbianas a resistir
a altas doses de radiacdo UV (Ruisi et al. 2007). Dessa forma, microrganismos que vivem em
tais condigdes desenvolveram mecanismos de defesa contra os raios ultravioleta (Reis-Mansur
et al. 2019).

A radiacdo UV ¢ dividida de acordo com faixas de comprimento de onda que atuam
como fontes adicionais de dano celular, mas geralmente quando a UV-R atinge o interior da
célula, interage com O2 e compostos organicos para produzir espécies reativas de oxigénio
(ROS), danificando estruturas intracelulares e reacdes enzimaticas, causando estresse oxidativo
(Nufies-Pons 2018). A radiagdo UV-A (400-315 nm) leva a efeitos indiretos no DNA, proteinas

e lipidios ao produzir intermedidrios quimicos intracelulares, como ROS (Figura 1). UV-B
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(315-280 nm) também pode aumentar indiretamente a produ¢dao de ROS e causar danos
genéticos diretos por inducdo de fotoprodutos de DNA, como pirimidina de ciclobutano e
dimeros de pirimidina-pirimidona (Besaratinia et al. 2004), induzido por UV-A ou UV-B O
dano ao DNA resulta em um grande evento deletério em ambas as células (eucariodticas e
procaridticas) e pode levar a morte celular ou estar na origem de mutacdes (Ravanat e Douki et
al. 2016). Por fim, os raios UV mais energéticos sao os UV-C (280-100 nm), os quais mesmo
uma baixa laténcia de exposicao pode levar a danos biolodgicos extensos. No entanto, a camada
de ozonio presente na estratosfera do nosso planeta pode filtrar eficientemente os raios UV-C
recebidos, de modo que apenas a radiagdo UV-A e UV-B passe e atinja efetivamente a
superficie da Terra (Reis-Mansur et al. 2019).

Os microrganismos que sobrevivem as condi¢cdes extremas da Antartica exibem uma
série de estratégias de protecdo morfoldgica e bioquimica, incluindo a producido de compostos
fotoprotetores (Cavicchioli et al. 2011; Ordenes-Aenishanslins et al. 2016) e sistemas
antioxidantes baseados em antioxidantes nao enzimaticos e enzimaticos (Nuiies-Pons 2018).
Portanto, os pigmentos sdo um trago caracteristico dos microrganismos adaptados ao frio da
Antartica, uma vez que uma grande variedade de compostos com coloragdes variadas pode ser
produzida (Akilandeswari e Pradeep 2016). Além disso, esses microrganismos tém sido
considerados uma fonte relevante de metabolitos bioativos com diferentes atividades biologicas
(Duarte et al. 2019) e ha muito sdo estudados e explorados para diversas aplicagdes industriais
como: farmacéutica, alimenticia e téxtil com demanda crescente entre os consumidores optando

por pigmentos naturais (Sajjad et al. 2020).
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Figura 1. Produgdo esquematica de pigmentos de hifas de células fungicas. As estruturas quimicas

gerais dos carotenoides sdo mostradas em a, enquanto as das melaninas estdo em b.
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6.3.2 Fungos Antarticos como Fontes Potenciais de Pigmentos

Pigmentos contendo anéis aromaticos fornecem uma variedade de cores através da
absorcao e refragdo dos comprimentos de onda da luz. Esses pigmentos biologicos sao divididos
em (i) compostos monoméricos: carotenoides, luciferina, flavonoides, entre outros, e (ii)
poliméricos: melaninas, taninos e substancias humicas (Cordero et al. 2017). Os pigmentos
microbianos derivam da producdo intracelular ou extracelular. Os pigmentos fungicos
pertencem principalmente a grupos policetideos arométicos, que constituem uma grande classe
de metabdlitos secundarios (Akilandeswari e Pradeep 2016). Dentre os pigmentos conhecidos
produzidos por fungos, os mais estudados sdo as melaninas, que sdo produzidas
extracelularmente e fornecem cores marrom a preta, ¢ os carotenoides produzidos

intracelularmente e fornecem cores laranja a vermelho (Figura 1). Entre os carotenoides, [3-
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caroteno, y-caroteno e licopeno sdo os mais encontrados (Vasileva-Tonkova et al. 2014;
Alcaino 2014; Villarreal et al. 2016).

No continente antartico, a absor¢ao e refragao da energia da radiagao por pigmentos tem
multiplas fungdes bioldgicas, incluindo o aproveitamento da energia solar para uso metabolico
e protecao contra danos de radiacdo (Cordero et al. 2017). Além de proteger dos danos celulares
diretos e indiretos causados pela radiagao solar, a produgdo de pigmentos também fornece aos
microrganismos de ambientes frios estratégias para sobreviver sob temperaturas extremamente
baixas. Uma dessas estratégias ¢ estabilizar melhor a estrutura da membrana (de Maayer et al.
2014). Do ponto de vista industrial, a vantagem do uso de pigmentos fungicos inclui sua
aplicagdo em varias configuracdes industriais (Akilandeswari e Pradeep 2016), conforme
observado na Tabela 1. Uma extensa lista de pigmentos derivados de fungos antarticos ¢

apresentada na Tabela 2.

Tabela 1: Aplicagdo de pigmentos fungicos: Carotenoides (astaxantina, -caroteno, cantaxantina,
licopeno), Melanina, Antraquinonas e Azafilonas.

(Continua)
Exemplo de Espécie Pigmento Aplicacdes Bioatividades Referéncias
Xanthophyllomyces  Astaxantina Corante alimentar Antioxidante Sen et al. (2019);
dendrorhous Zhang. et al.

(2020).

c i Antioxidante, Erogl l
orante alimentar, ‘oA roglu et al.
Yarrowia lipolytica  B-caroteno Anticancer e (20 igz); Macarena

Fonte de Vitamina A Supressdo dasintese ¢ 5 (2017).
de colesterol
Aspergillus Cantaxantina Corante alimentar Antioxidante, Sen et .al.
carbonarius Anticancer (2019); Rebelo
et al. (2020).
Blakeslea trispora  Licopeno Farmacéutica, Antioxidante, Papaioannu et
cosmética, alimentos Anticancer al. (2016).
Aspergillus Melanina Cosméticos, cremes Aqtiqxidar;tet:, (S;(;‘Ygse etal.
; fotoprotetores quimioprotetor, ;
JSfumigatus P antitumoral, Lopusiewicz,
antiviral, (2018).

antimicrobiano,

¢ anti-inflamatorio
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Tabela 1: Aplicagdo de pigmentos fungicos: Carotenoides (astaxantina, -caroteno, cantaxantina,
licopeno), Melanina, Antraquinonas e Azafilonas

(Conclusio)
Exemplo de Espécie Pigmento Aplicacdes Bioatividades Referéncias
Monascus ruber Azafilona Propriedades Feng et al.
Corante alimentar anticancerigenas, (2012);
antimicrobianas, He et al.
antimutagénicas, além  (2020).
de um potencial
antiobesidade
Penicillium Fouillaud et al.
oxalicum Antraquinonas Corante alimentar Antioxidante (2016);
Heo et al.
(2018).
Tabela 2. Fungos da Antartica: Pigmentos produzidos por diferentes espécies.
(Continua)
Organismo fonte Pigmento Férmula molecular Cor Funcio biolégica Referéncias
Aumentar Chyizhanska
Nadsoniella Melanina CisH1oN2O4 Preto resisténcia em leitdes and
nigra e redugdo de Beregova
morbidez e (2009).
mortalidade
Vasileva-
Exophiala Melanina CisH10N204 Preto Protecdo contra Tonkova et
xenobiotica radiagdo UV al. (2014).
Cryptococcus Resisténcia a radiagdo ~ Dimitrova
albidus e [-caroteno CsoHs - ultravioleta UV-A
Cryptococcus et al. (2010).
laurentii
Sporobolomyces ~ B-Caroteno, CaoHse
salmonicolor Torularondina Atividade antioxidante ~ Dimitrova
e Toruleno C4oH520; - et al. (2013).

C4oHs4
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(Conclusao)
Organismo fonte Pigmento Férmula molecular  Cor Funcio biolégica Referéncias
Dioszegia Carotenoide - Laranja - Trochine et
patagonica al. (2017).
Rhodotorula Toruleno, y- CaoHsa Vermelho  Tolerancia a Villarreal
mucilaginosa Caroteno , claro radia¢ao UV-C et al. (2016).
e Licopeno CaoHss
Rhodotorula Toruleno e C4oHsq, Vermelho  Tolerancia a Villarreal
larynges Licopeno radiagdo UV-C etal. (2016).
Cs0Hse
Dioszegia sp. OHK toruleno CaoHss Laranja Tolerancia a Villarreal
radiagdo UV-C et al. (2016).
Sporobolomyces B-Caroteno, CaoHse, Barahona et
metaroseus 4ketotoruleno, Ca4Hg002 Vermelho - al. (2016).
Beriptoxantina CaoHs60
e
Spirilloxantina
Cryptococcus sp.  Micosporina Ci11H19NO¢ Rosa - Barahona
et al. (2016).
Torrubiella sp. Micosporina Ci11H19NO¢ Creme - Barahona

etal. (2016).

- ndo especificado.

a. Carotenoides

Os carotenoides s3o os pigmentos mais amplamente distribuidos na natureza (Maoka

2020). Os carotenoides compreendem dois grupos (Figura 1): carotenos (a-caroteno, [3-

caroteno, y-caroteno, licopeno e torulene) - compostos principalmente por hidrocarbonetos, e

xantofilas (astaxantina, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, fucoxantina e cantaxantina)

moléculas compostas por carbono, hidrogénio e oxigénio (Rapoport 2021). Os carotenoides sao

derivados de tetraterpenos, com duplas ligagdes conjugadas devido a absor¢ao de luz na faixa


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC11H19NO6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC11H19NO6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC11H19NO6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC11H19NO6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC11H19NO6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC11H19NO6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC11H19NO6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC11H19NO6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC11H19NO6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC11H19NO6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC11H19NO6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query%3DC11H19NO6
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de 400-500 nm, sendo, portanto, responsaveis pelas caracteristicas de cor da molécula (Duarte
B et al. 2021). Atualmente, os carotenoides compreendem o maior e mais diversificado grupo
conhecido de pigmentos naturais, com 1204 estruturas de carotenoides compiladas de 722

organismos de origem, de acordo com o Japanese Carotenoid Database (http://carotenoiddb.]jp).

Essas moléculas sdo produzidas por varios organismos, desde procariontes nao
fotossintéticos a plantas superiores (Duarte B et al. 2021). Em microrganismos fotossintéticos,
os carotenoides absorvem a luz e transferem essa energia para a clorofila (Koyama 1991; Duarte
B et al. 2021). Por outro lado, a fotoprotecao dos carotenoides ¢ alcangada prevenindo o dano
foto-oxidativo reagindo preferencialmente com o oxigénio singlete oxidante (Silva TR e Silva
LCF, 2021). A biossintese de carotenoides microbianos ¢ derivada de acetil CoA, obtido a partir

de acidos graxos através da via de B-oxidac¢ao nas mitocondrias (Lovisa e Kalluri 2018).

O consumo de carotenoides pode exercer efeitos positivos na saude, pois, como
precursor da vitamina A, pode atuar na prevencao de doengas degenerativas (Toti E et al. 2019).
Eles tém sido utilizados ou propostos para uma ampla gama de aplicagdes industriais, incluindo
alimentos (para manter suas propriedades organolépticas ou prolongar a vida util dos produtos),

cosméticos e incorporagdes farmacéuticas (Lovisa S e Kalluri Ret, 2018).

Carotenoides como astaxantina, -caroteno, cantaxantina e licopeno sdo pigmentos
relatados com aplicagdo como corantes alimentares (Sen et al. 2019). A astaxantina ¢ uma
atividade antioxidante maior do que o B-caroteno e cerca de mil vezes mais eficaz do que a
vitamina E (Zhang et al. 2020). Além disso, a aplicagdo de carotenoides tem se mostrado
eficiente para a prote¢do e terapia de diversas doengas cronicas, com propriedades anti-
inflamatorias (Rapoport 2021). Por exemplo, a torularodina € um carotenoide com propriedades
antimicrobianas € uma possivel aplicacdo na producdo de filmes para revestir implantes
médicos. Este carotenoide € produzido principalmente por leveduras dos géneros Rhodotorula
e Sporobolomyces. Além disso, cepas de Rhodotorula merecem atengdo especial por sua
eficiéncia no processo de biossintese e fatores economicos (Rapoport 2021). Garcia-Cortes et
al. (2021) determinaram um minuto de exposicdo a luz UV entre as caracteristicas que
compreendem a producdo 6tima de carotenoides para Rhodotorula mucilaginosa AJBO1, com
producdo 6tima e maxima de carotenoides de 118,3 e 350 pg por grama de levedura,
respectivamente. Portanto, o cultivo de microrganismos, particularmente leveduras
pigmentadas e fungos filamentosos, pode estimular a demanda por corantes naturais (Usmani

Z etal. 2021; Venil et al. 2020).
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Entre os filamentosos, a espécie Blakeslea trispora € o carotenoide de maior importancia
(Metlicar V et al. 2019). Outras espécies de fungos como: Mucor circinelloides, Phycomyces
blakesleeanus e Blakeslea trispora foram relatados como produtores de -caroteno (Rapoport
et al. 2021). Penicillium sp. (GBPI P155), isolado de solo da regido do Himalaia indiano por
Pandey et al. (2018), produziu pigmento de cor laranja, o que resultou na identificacdo do
pigmento como uma mistura de diferentes derivados de carotenoides. Na Antartica, Singh et al.
(2014), destacaram a presenca de pigmentos carotenoides amarelo-laranja pelo fungo

Thelebolus microsporus isolado de solos na Ilha McLeod, no leste da Antartica.

Em nossa pesquisa, os carotenoides sdo os pigmentos naturais estruturalmente mais
diversos descritos na literatura (Figura 2), com um total de 33.681 publicagdes (2010-2021,
PubMed). Mais de 95 mil artigos relacionados a carotenoides foram publicados (Figuras 2 e 3),
e o primeiro registro de carotenoides data de 1934 (Euler e Hellstrom 1934). Registros
relacionados a producgdo de carotenoides fungicos datam de 1955 (Wolf, F.T e Wolf, F.A, 1955).
Nos ultimos anos o nimero de publica¢des com a espécie R. mucilaginosa aumentou e pode ser
correlacionado com diversas atividades bioldgicas de pigmentos carotenoides. Entre 2010 ¢
2021, um total de 332 trabalhos foram publicados com esta espécie (Figura 3). Espéciesde
Rhodotorula colonizam diferentes ecossistemas e crescem abundantemente em ambientes
extremos (Buzzini et al. 2018). Na Antartica, estes sdo comumente isolados de solos terrestres,
lagos e sedimentos marinhos (Vaz et al. 2011), e estdao associados a macroalgas (Godinho et al.

2013).

Figura 2. Numero de publicagdes de pigmentos de fungos (2010-2021, PubMed).
Publicacdes (2010-2021)
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Figura 3. Numero de publicacdes de espécies de fungos (2010-2021, PubMed).
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b. Melaninas

A melanina ¢ uma classe unica de pigmentos insoliveis em dgua com caracteristicas
amorfas e producdo por polimerizagdo de compostos fenolicos e indolicos (Slominski et al.
2005; Ambrico 2016). As melaninas sao divididas em trés grupos, de acordo com sua estrutura:
(1) feomelaninas (vermelhas ou amarelas), (ii) eumelaninas (preto-marrom) e (iii) alomelaninas
(preto a marrom escuro) (Sajjad et al. 2020). As melaninas podem ser produzidas
endogenamente, por 1,8-di-hidroxinaftaleno (DHN) e policetideos, ou pela via exdgena - via L-
3,4-di-hidroxifenilananina (L-DOPA) (Freitas 2017). Observado em todos os filos, seja com
espécies constitutivamente melanizadas ou melanizagdo em fases especificas de
desenvolvimento (por exemplo, conidios, crescimento de leveduras filamentosas), como
resposta as condigdes ambientais, ou na presenga de precursores fendlicos de melanina (Bell e

Wheeler 1986).

A melanina fingica pode estar localizada na superficie celular ou liberada no espago
extracelular (Cordero et al. 2017). A posi¢ao da melanina na superficie celular varia entre as
espécies de fungos. Pode ser depositado entre a membrana plasmatica e a parte mais interna da
parede celular (Eisenman HC et al. 2005) ou na superficie da parede celular (Hikosaka K et al.
2007). A deposi¢ao de melanina na parede celular fingica envolve interagdes moleculares com
estruturas de quitina (Cordero et al. 2017), e a interrupcao do metabolismo da quitina resulta
em um fendtipo de melanina permedvel, no qual o pigmento ndo estd mais contido na parede

celular e ¢ liberado para o meio extracelular (Baker LG et al. 2007 ;Banks IR et al. 2005).

Fungos negros sdo conhecidos por terem uma preferéncia peculiar por habitats hostis,

toxicos ou extremos (de Hoog et al. 2013). Os topos das montanhas na Antartica e no Himalaia
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sdo cobertos por uma variedade de organismos negros especializados em sobreviver sob
condigdes de alta irradiacdo solar, temperatura alta ou baixa, deficiéncia de nutrientes ou
toxicidade por hidrocarbonetos ou metais pesados (de Hoog et al. 2013). Rosa et al. (2009)
relataram que aproximadamente 80% dos fungos endofiticos presentes nas folhas da planta
vascular nativa da Antartica: Deschampsia antarctica foram os principais produtores de

melanina.

Pacelli C et al. (2020) demonstraram em seu estudo que o fungo negro antartico:
Cryomyces antarcticus, produtor de pigmento de melanina, possui capacidade de produzir tanto
1,8-dihidroxinaftaleno (DHN) quanto L 3-4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA), possibilitando
perspectivas interessantes para a prote¢ao contra radiacdo. Outras espécies de fungos como:
Nadsoniella nigra ¢ Exophiala xenobiotica produtoras de pigmentos de melanina ja foram
descritas na Antartica. Essas espécies foram descritas como capazes de aumentar a resisténcia
em leitdes e reduzir a morbidade e mortalidade e protecdo contra a radiagdo UV,
respectivamente (Chyizhanska e Beregova 2009; Vasileva-Tonkova et al. 2014). Leveduras
negras causam inumeras infec¢des humanas e animais (Gostincar et al. 2018). Nem todos os
fatores de viruléncia envolvidos ja sdo conhecidos. Ainda assim, dado o potencial patogénico
altamente polifilético observado na ordem dos ascomicetos, da ordem Chaetothyriales, fica
implicito que esses organismos tém uma predisposicao significativa para o crescimento em
tecidos humanos que deve ter surgido durante sua evolucao (Vicente et al. 2013). Tsai et al.
(2020) relataram que o mutante albl de Aspergillus fumigatus exibia um fenotipo de conidios
albinos e, consequentemente, sua perda de viruléncia, pois o mutante ndo acumulava flavolina,

um produto da via DHN-melanina que determina a viruléncia fungica.

As melaninas fornecem propriedades antioxidantes, quimioprotetoras, antitumorais,
antivirais, antimicrobianas e anti-inflamatorias (Lopusiewicz. 2018). Ao contrario de outros
pigmentos na natureza, as melaninas podem absorver todas as frequéncias de luz visiveis e
refletir quase nenhuma. As melaninas protegem contra a radiacdo UV e ionizante absorvendo a
energia da radiacdo e dissipando-a na forma de calor e eliminando ou neutralizando moléculas
ionizadas (isto ¢, ROS) dentro da célula. Muitos patdgenos microbianos usam as propriedades
antioxidantes da melanina para neutralizar as defesas imunologicas do hospedeiro (Cordero et
al. 2020). A melanizagdo flingica serve a muitos propositos biologicos fora do hospedeiro
humano, incluindo fotoprotegdo, protecdo contra estresse por calor e frio, resisténcia a

dessecacdo (Kreusch e Duarte 2021).
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As melaninas tém sido estudadas em fungos de diferentes grupos, com diversos
objetivos. Esse aumento de interesse se reflete no numero de artigos publicados entre 2010-
2021, com um total de 8.994 publicagdes. A publicacdo mais antiga sobre melanina data de

1908, e foi encontrado um total de 21.491 publica¢des (Figuras 2 e 3).
c. Azafilonas

As azafilonas sdo uma classe distinta de metabdlitos secundarios de fungos
estruturalmente diversos produzidos principalmente por espécies de Penicillium, Monascus,
Chaetomium e Talaromyces. As azafilonas exibem amplas tonalidades de amarelo, laranja e
vermelho (Venil et al. 2020) e um amplo espectro de aplicagdes clinicas, como anti-
hipertensivos, antioxidantes e antimicrobianos (Hu et al. 2012). As atrorosinas, pigmentos que
existem dentro das azafilonas, possuem um grupo de pigmentos vermelhos que foram
recentemente isolados e caracterizados do fungo filamentoso Talaromyces atroroseus (Isbrandt
et al. 2020). As atrorosinas sdo compostas dentro de um arcabouco de azafilona semelhante ao
pigmento laranja Monascus PP-O. No entanto, as atrorosinas sdo unicas ao incorporar
aminoacidos no sistema isocrono (Isbrandt et al. 2020). As trés principais espécies de
ascomicetes do género Monascus (M. pilosus, M. purpureus e M. ruber) sdo os principais
produtores de pigmentos de origem policetidica que foram categorizados em trés grupos com
base na cor (Sweeny et al. 1981): amarelo (monascina e anaflavina), laranja (monascorubrina e

rubropunctatina) e vermelho (monascorubramina e rubropuntamina).

As espécies de Monascus sao tradicionalmente utilizadas como produtoras de corantes
alimentares ha quase dois mil anos (Chen et al. 2015). Os pigmentos Monascus também
possuem uma ampla gama de fungdes bioldgicas, como propriedades anticancerigenas,
antimicrobianas, antimutagénicas, além de um potencial atividade antiobesidade (Feng et al.
2012). Na biotecnologia industrial, os compostos derivados de Monascus sdao aplicados
principalmente como suplementos alimentares (por exemplo, para arroz fermentado) e
ingredientes funcionais para fabricagcdo de cerveja, corante alimentar e industrias da area da
saude (He et al. 2020). Zucconi et al. (2020) relataram a predominancia de espécies de
Ascomycota em solos antarticos, instigando o potencial de tal descoberta surgir de futuras
investigacdes com fungos deste continente. No entanto, ndo ha registros de isolamento de

espécies de Monascus na Antartica.
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d. Antraquinonas

As antraquinonas constituem um grande grupo de compostos quinodides, com cerca de
700 moléculas descritas (Fouillaud et al. 2016). Os pigmentos das antraquinonas flingicas
variam de amarelo palido a vermelho escuro ou marrom (Fouillaud et al. 2016). Essas moléculas
apresentam compostos aromaticos com um nucleo de 9,10-dioxoantraceno substituido nos dois
anéis benzénicos por um OH fendlico e um grupo alifatico (Friedman et al. 2020). As
antraquinonas tém sido relatadas como propriedades bioldgicas benéficas e sdo aplicadas em
areas da industria, como farmacéutica, tingimento de roupas e corantes alimenticios (Fouillaud

et al. 2016).

Embora as antraquinonas geralmente estejam relacionadas a cor amarela, esses
pigmentos sdo moléculas complexas e podem resultar em uma variedade de cores (Fouillaud et
al. 2016), enquanto sua produgao ¢ facilmente afetada por parametros ambientais (por exemplo,
luz, pH, temperatura, transferéncia de oxigénio, carbono e nitrogénio) (Venil et al. 2020). O

pigmento de antraquinona "Arpink Red" é produzido por Penicillium oxalicum, aprovado e

comercializado como corante alimentar (Heo et al. 2018).

Em nosso levantamento ndo foram encontrados registros de fungos produtores de
antraquinonas no continente antartico. No entanto, espécies dos géneros Aspergillus e
Penicillium estdo entre as mais presentes em solos antarticos (Gomes et al. 2018; Zucconi et al.
2020) e Aspergillus sp., Eurotium sp., Emericella sp., Fusarium sp., Penicillium sp.,
Mycosphaerella sp. e Microsporum sp. sao os principais produtores de antraquinonas (Gessler
et al. 2013). Assim, estudos futuros neste continente devem revelar o potencial de produgado de

antraquinonas a partir de fungos extremofilos.

6.3.3 Producdo de pigmentos de fungos extremofilos

O desenvolvimento de bioprodutos fungicos, requer o uso de tecnologias disponiveis
para torna-los comercialmente disponiveis (da Silva et al. 2022; da Silva et al. 2021). Nesse
contexto, as etapas relacionadas a produ¢do de pigmentos fungicos vao desde o isolamento de
fungos em ambientes frios, bioprospeccao, técnicas moleculares, até a recuperagdo/purificagdo
desses pigmentos. Em suma, a producao microbiana de pigmentos apresenta vantagens sobre a
extragdo de vegetais ou aqueles obtidos por sintese quimica uma vez que nao ha interferéncia
sazonal ou climatica nesta producao e ha também um melhor controle do processo (Dufossé et

al. 2014; de Carvalho et al. 2014, Lagashetti et al. 2019).
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O isolamento e bioprospec¢ao de fungos de solos (Villareal 2016), liquens (Dimitrova
2013) e rochas (Barahona, 2016) de ambientes frios sdo as principais etapas para a obtencao de
potenciais cepas produtoras de pigmentos. O isolamento de fungos pode promover a descoberta
de espécies novas ou ainda ndo descritas para a produgdo de pigmentos (Trochine et al. 2017);
ou a domesticacdo desses isolados para o desenvolvimento de bioprocessos (Pandey et al.
2018). Apods o isolamento, a identificagdo molecular desses isolados ¢ recomendada antes de
iniciar qualquer bioprocesso para garantir a biosseguranga (Trochine, 2017) uma vez que
possiveis isolados pertencentes a géneros fungicos produtores de melanina (por exemplo,
Exophiala xenobiotica) (Vasileva-Tonkova et al 2014) podem ser potencialmente patogé€nicos
(da Silva et al. 2022). Além disso, a caracterizacao fisiologica de isolados fungicos produtores
de pigmentos por testes bioquimicos permite o desenho experimental de projetos de acordo com
parametros apropriados para bioprocessos (Trochine et al. 2017; Barahona et al. 2016).

A otimizagao ¢ manutengdo de parametros nutricionais € operacionais (pH, temperatura,
luz, aeracdo e agitagdo) promoveram o aumento da produtividade de pigmento fungico
(Mussagy et al. 2019), pois tais parametros influenciam a producio microbiana (Pandey, 2018;
Singh e Gabani 2011). A disponibilidade de macro e micronutrientes influencia o metabolismo
fungico que induz a producdo do pigmento. Diferentes fontes de carbono, nitrogénio e sais
promoveram diferengas na producdo de carotenoides por Penicillium sp. (Psicrofilo). A este
respeito, a suplementacdo com maltose em caldo de dextrose de batata, aumentou a produgao
de carotenoides, enquanto a lactose inibiu a producao (Pandey et al. 2018). O uso de poluentes
ambientais também tem sido relatado como fonte nutricional para a producdo de pigmentos
(Sajjad et al. 2020). O pH do meio de cultura deve ser mantido em condi¢des adequadas
(geralmente em meio 4cido) (Dimitrova et al. 2010), uma vez que este parametro influencia no
transporte de nutrientes e nas reagdes enzimaticas envolvidas na producao do pigmento (Sajjad
et al. 2020).

O controle de temperatura ¢ um critério importante para induzir a producao de
pigmentos, principalmente quando se pretende produzi-los em baixa temperatura. A
temperatura para o crescimento da biomassa fungica ndo ¢ necessariamente a mesma para a
producdo de pigmentos (Pandey et al. 2018). Por exemplo, a maior produgao de carotenoides e
biomassa fungica foi alcancada por Penicillium sp. (Psicrofila) sob 15,0 °C e 25,0 °C,
respectivamente, enquanto a producao foi inibida abaixo de 10,0 °C (Pandey et al. 2018). O
aumento na producdo de pigmentos em uma faixa de temperatura abaixo do ideal pode ser
resultado de reagdes de adaptacdo que compensam a regulacdo negativa dos processos

metabolicos em baixas temperaturas (Gmoser et al. 2017).
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Abordagens moleculares podem melhorar as condigdes operacionais envolvidas na
producao de pigmentos a partir de fungos psicrofilicos, o que envolve um possivel aumento de
rendimento ou reducdo de custos (manuten¢ao do bioprocesso). Por exemplo, a mutagao
aleatoria por meio de transposons promoveu a ndo repressdo da via metabolica envolvida na
sintese do pigmento (vermelho) em Geomyces sp. mutantes sob temperatura mesofilica (25,0
°C), diferentemente de linhagens selvagens que foram condicionadas a produzir este pigmento
apenas em baixas temperaturas (Ding et al. 2022). Além disso, essas cepas mutantes
apresentaram maior produtividade variando entre 40-50% em relacdo ao tipo selvagem (Ding
et al. 2022).

Outras tecnologias foram desenvolvidas para aumentar a produtividade na producao de
pigmentos. Doses de luz visivel (Vis) e radiagdo UV quando aplicadas aos isolados
Sporobolomyces salmonicolor, Cryptococcus albidus e Cryptococcus laurentii, aumentaram a
produgdo de carotenoides em 15-87% em relacdo as cepas controle (Dimitrova, 2013).

O processamento a jusante envolvido na recuperacdo/purificacdo do pigmento depende
da estrutura quimica da molécula. A maioria dos fungos produz pigmentos extracelulares
hidrofilicos, que s3o adequados para aplicagdes industriais, pois tais pigmentos sdo mais
facilmente recuperados (Velmurugan et al. 2010; Venil et al. 2020). J& os pigmentos
intracelulares e hidrofobicos requerem extracdo convencional com solventes orgénicos, o que
torna o processo complexo (por questdes toxicologicas e ambientais), demorado e
possivelmente mais caro (Hu et al. 2012). Recomenda-se a separagdo, lavagem e liofilizagdo da
biomassa fungica antes da extracdo com solvente (Dimitrova, 2013). A selecdo do solvente
apropriado para a extragao do pigmento depende da polaridade da molécula (Sajjad et al. 2020).
Solventes como acetona, cloroférmio (Pandey et al. 2018), ciclohexano, acetonitrila, etanol,
diclorometano, piridina, hexano e agua podem ser usados para extracdo de pigmentos fungico
(Sajjad et al. 2020). Em suma, a engenharia de bioprocessos € suas tecnologias investigam e/ou
melhoram o desempenho das etapas relacionadas ao desenvolvimento de pigmentos para
garantir eficiéncia na produgado, aplicacdo e seguranca ecotoxicologica. No entanto, estudos

realizados com fungos isolados de ambientes frios ainda sdo escassos na literatura.

6.3.4 Toxicidade potencial de pigmentos derivados de fungos

Atualmente, o corante alimentar ¢ o aditivo mais regulamentado na industria, mas essas
leis de seguranca alimentar variam de pais para pais (Lehto et al. 2016). Organizagdes como a
Food and Drug Administration (FDA) dos EUA, a European Food Standards Authority (EFSA)

e a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) tém defendido dosagens seguras de corantes
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sintéticos e naturais em alimentos, medicamentos e itens cosméticos (Sen T et al. 2019). Com
o surgimento de problemas associados ao uso excessivo de pigmentos sintéticos, os estudos

sobre a producdo de pigmentos naturais se aceleraram nos ultimos anos (Duarte et al. 2019).

Foi relatado que os pigmentos microbianos proporcionam maiores beneficios a saude do
que os pigmentos sintéticos (Akilandeswari et al. 2016). Além de serem usados como aditivos
e intensificarem a cor do produto, também agregam caracteristicas benéficas (Sen T etal. 2019;

Juric et al. 2020).

Como corantes sintéticos, os pigmentos fungicos podem apresentar niveis de toxicidade.
Por exemplo, alguns pigmentos naturais de fontes fingicas sdao proibidos porque podem conter
micotoxinas (Juric et al. 2020), como aflatoxinas, ocratoxina e citrinina (Jeswal e Kumar 2015).
Pigmentos de Monascus spp. t€ém sido amplamente utilizados em paises asidticos, em produtos
como arroz vermelho fermentado e arroz de mofo vermelho (Wang J et al. 2021). O pigmento
vermelho aumentou a coloragdo de carnes, peixes e ketchup (Hamano e Kilikian, 2006;
Agboyibor et al. 2018). No entanto, a presenca de citrinina, uma micotoxina potencialmente
cancerigena, tornou-se um obstaculo para sua expansdo no mercado Europeu ou nos EUA

(Liang et al. 2018).

Cepas do género Monascus, como: M. ruber e M. purpureus produzem citrinina e sua
producdo ¢ dificultada por sua via biossintética ser compartilhada com a sintese dos pigmentos
(Blanc et al. 1995; Mapari et al. 2010; Heo et al. 2018). Portanto, para garantir ainda mais o
valor industrial dos pigmentos fingicos, ¢ importante o uso de cepas nao téxicas € nao
patogénicas (Juric et al. 2020), pois a presenca de toxinas limita sua aplicag¢do, principalmente

nas industrias de alimentos e bebidas (Heo et al. 2018).

6.3.5 Mercado de pigmentos e propriedade intelectual de pigmentos de fungos antarticos

A demanda do mercado global por pigmentos naturais aumentou nos ultimos anos (Sen
Tetal. 2019), sendo o setor que mais cresce nas industrias farmaceéutica, alimenticia e cosmética
(Sajjad et al. 2020) com uma previsao de volume de mercado global de US$ 387,4 milhdes para
antocianinas apenas em 2021 (Appelhagen et al. 2019). Um levantamento da Grand View
Research, Inc. estima que o mercado mundial de cores pode chegar a US$ 37,49 bilhdes em
2025, com os corantes naturais entre 0s que mais crescerao.

O mercado global de carotenoides foi avaliado em um aumento de R$ 290 milhdes no
final de 2021 (Ambati et al. 2019), liderado pela astaxantina e seguido pelos mercados de

caroteno e luteina. O licopeno e a zeaxantina também sao considerados compostos carotenoides
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relevantes devido as suas aplicagdes bem estabelecidas (Novoveska et al. 2019). Realizando
uma pesquisa em bancos de dados de patentes para encontrar tendéncias biotecnologicas na area
de pigmentos para fungos. Os numeros das patentes foram coletados a partir do EspacenetPatent

Search (worldwide.espacenet.com) utilizando a opc¢ao de busca avangada (titulo ou resumo) e

do INPI (Instituto Nacional de Patentes Intelectuais, https://www.gov.br/inpi/pt-br) em margo

de 2021. A analise de patentes foi limitada as patentes publicadas até 2021,considerando todos
os fungos antarticos apresentados na Tabela 2. Na barra de busca do site, género e espécie do
fungo foram digitados juntamente com a palavra "pigmento". Foram encontradas 35 patentes
de pigmentos naturais derivados de fungos.

O fungo Nadsoniella nigra, produtor de melanina, apresentou um total de sete patentes
na Federagdo Russa e na Organizagdo Mundial da Propriedade Intelectual, com aplicagdes
como antitumorais. Cryptococcus albidus, Dioszegia sp. € R. mucilaginosa sdo produtores de
carotenoides com patentes registradas no Brasil, China, Republica da Coréia, Estados Unidos
da América e na Organizagdo Mundial da Propriedade Intelectual. A espécie R. mucilaginosa
concedeu um total de 25 patentes registradas na China (19), Estados Unidos da América (5) e
Republica da Coréia (2). Carotenoides de R. mucilaginosa sdo descritos em aplicagdes de varias

areas, incluindo alimenticias, farmacéuticas e clinicas (Grafico 1).


https://www.gov.br/inpi/pt-br
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Grafico 1. Numero de Patentes de pigmentos de fungos antarticos.

Coreia do Sul

Estados Unidos da América
14,3%

Suiga
29

Russia
50.0%

China

Os paises com patentes registradas de fungos antarticos produtores de pigmentos de sdo
apresentados na Tabela 3. Esta andlise fornece uma avaliagdo destacada dos paises com as
implementagdes mais proeminentes nesta area. A China, a Republica da Coreia, a Federagado
Russa, a Suica e os Estados Unidos da América sdo os principais produtores de patentes de
pigmentos derivados de fungos antarticos com aplicagdes industriais. A Tabela 3 apresenta uma

lista detalhada de patentes registradas para produtores de melanina e carotenoides.
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Tabela 3. Patentes de pigmentos fungicos antarticos.

Pigmento

Microrganismo

Pais

Cédigo da patente

Carotenoide

Cryptococcus
albidus

Republica
da Coreia

KR101964902B1 KR20180114261A

Dioszegia sp.

Suica

WO02015044222A1

Rhodotorula
mucilaginosa

Republica
da Coreia

KR101718611B1
KR20160133593A

KR100900828B1 KR20090008965A

China

CN104130952A CN104130952B

CN100543128C CN101008000A

CN104845893A CN104845893B

CN108531408A

CN106010990A
CN10610990B

CN107494929A

CN107699502A

CN103409328A CN103409328B

CN108531409A

CN107319129A

CN104846049A

CN108522794A

CN106350563A

CNI109007813A

CN106222227A

CNI105779551A

CN105734104A

CNI105755086A

CN103993062A CN103993062B

Estados
Unidos da
América

EP3234105A1 EP3234105A4 EP3234105B1 ES2787225T3
SG11201704890UA US10308691B2 US2017362285A1
WO02016099401A1

AU2006227165A1 AU2006227165B2 BRPI0609040A2
BRPI0609040B1 CA2602183A1 CA2602183C
CN101218352A CN101218352B CN103589650A
EA016258B1 EA200701974A1 EP1866428A2
EP2371967A1 EP2371967B1 ES2546484T3
JP2008537878A JP2009112320A JP2013128497A
JP2015226550A JP6267679B2 KR101482081B1
KR20070121679A NO20075200L UA94038C2
US2007015237A1 US2011021843A1 US2013045504A1

EP2078092A2 US2011039299A1 US2014234928A1
US8691555B2 US9297031B2 W0O2008042338A2 WO2008

EP2294193A2 EP2294193A4 US2012149886A1
W02009126890A2 WO2009126890A3

BR112017022298A2 BR112017022488A2 CA2980649A1
CN107532135A CN107532141A EP3286302A1
EP3286303A1 US2018132515A1 US2018148697A1
WO02016170045A1 WO2016172282A1

Melanina

Nadsoniella
nigra

Federagao
Russa

RU2116078Cl1

WO9734011A1
AU7657396A RU2069697C1

RU2116036Cl1

RU2116077C1

RU2116037Cl1

WO09734010A1 AU7657296A RU2069696C1

RU2004127970A RU2278163C2



https://worldwide.espacenet.com/patent/search?q=pn%3DCN108531408A
https://worldwide.espacenet.com/patent/search?q=pn%3DCN107494929A
https://worldwide.espacenet.com/patent/search?q=pn%3DWO9734011A1
https://worldwide.espacenet.com/patent/search?q=pn%3DWO9734010A1
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Alguns casos de exclusividade em relacdo a fungos especificos puderam ser notados,
como para o produtor de melanina N. nigra, com todas as patentes registradas na Federagao
Russa. Quanto ao produtor de carotenoides R. mucilaginosa, 19 das 26 patentes registradas sao
chinesas. Isso mostra que as patentes de pigmentacdo natural estdo concentradas em um
pequeno nimero de paises. Além disso, poucos microrganismos antarticos foram patenteados
para a producao de pigmentos. Entre 12 espécies diferentes apresentadas na Tabela 2, apenas 4
possuem patentes registradas até o momento. Além disso, das 35 patentes registradas analisadas
neste trabalho, 26 pertencem a R. mucilaginosa. Desta forma, ha um interesse no aumento das
pesquisa em bioprospeccdao de novas cepas de fungos pigmentados, além da caracterizagao
quimica de pigmentos e o desenvolvimento de bioprocessos, bem como na expansdo do
conhecimento sobre a grande variedade de espécies de fungos antarticos produtores de
pigmentos, e com isso potencialmente reduzir a lacuna biotecnologica observada entre os

paises.

6.3.6 Conclusoes e perspectivas futuras

A demanda do mercado de pigmentos naturais aumentou significativamente nas ultimas
décadas devido as suas vantagens em relacdo aos pigmentos sintéticos. Esforcos devem ser
feitos para produzir pigmentos naturais econdmicos a partir de microrganismos extremofilos,
otimizando os parametros de cultivo. Além disso, o melhoramento de cepas por meio da
engenharia genética pode aumentar a producao de pigmentos e reduzir ou eliminar a produgdo
de compostos toxicos (Sajjad et al. 2020).

Portanto, considerando a tendéncia mundial por biotecnologia mais verde - buscando a
reducdo do uso de pigmentos sintéticos - a exploragdo de pigmentos produzidos por fungos
antarticos abre perspectivas para a busca de microrganismos em ambientes extremos e pode

aumentar a oferta de enzimas e biomoléculas para diversas aplicagdes biotecnologicas.
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7 CAPITULO 2: ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS FUNGOS DE SOLOS DE
DEGELO DE GELEIRAS DA ANTARTICA

7.1 RESUMO

O continente Antartico ¢ conhecido por ser um ambiente extremo devido as suas temperaturas
negativas, pois a maior parte de sua area ¢ coberta permanentemente por neve e gelo, substratos
estes que, apesar de pouco provavel, constituem um habitat natural para diferentes grupos
microbianos. Os fungos tém representado um rico reservatério de propriedades quimicas com
diversas aplicagdes biotecnoldgicas. Deste modo, o objetivo desta investigacdao foi isolar e
identificar fungos (filamentosos e leveduriformes) de amostras de dois transectos (face
sudeste/oeste) do glaciar da geleira Collins na Antartica, localizada na Peninsula Fildes, ao
sudoeste da Ilha Rei George. As amostras de solo de diferentes pontos e temperaturas foram
coletadas durante a OPERANTAR XXXV (Operacdo Antartica) no verdao austral de 2017.
Durante o processamento, as amostras de solo da Geleira Collins-face sudeste foram pesadas e
colocadas em solucao salina (0,85% NaCl) e peptona (0,1%) diluidas e inoculadas em YMA
(Yeast Malt Agar) ¢ BDA (Batata Dextrose Agar) e incubadas a 15,0 °C. Foram obtidos 52
isolados fungicos, sendo 50 filamentosos e 2 leveduriformes. Além disso, foram reativados em
caldo Sabouraud do solo da Geleira Collins-face oeste 12 fungos, sendo 11 filamentos e 1
leveduriforme da colecdo de 116 fungos antarticos do Laboratorio de Microbiologia e Processos
Biotecnologicos (LAMPB/UFSC). Assim, foram estudadas 64 linhagens de fungos (61
filamentosos e 3 leveduriformes), que foram agrupados em 10 morfogrupos de acordo com suas
caracteristicas macromorfoldgicas e identificados a nivel de género por técnica de microcultivo.
Um representante de cada morfogrupo foi selecionado para identificagdo molecular através do
sequenciamento da regido ITS. As analises filogenéticas revelaram uma diversidade
taxonOmica total de 8 géneros de fungos filamentosos: Aspergillus, Cladosporium, Curvularia,
Paecilomyces, Penicillium, Pseudogymnoascus, Talaromyces e Thelebolus. Verificou-se uma
predominancia dos géneros Pseudogymnoascus, seguido por Penicillium. Dentre as 10 espécies
selecionadas para sequenciamento que apresentaram similaridade, 3 espécies foram comuns ao
ambiente antartico estudado e 2 espécies estdo sendo descritas pela primeira vez neste

continente.

Palavras-chave: Antartica; Collins; fungos; solo.



42

7.2 INTRODUCAO

O continente Antartico constitui cerca de 10% da éarea continental do planeta, com
aproximadamente 14 milhdes de km? (De Mattos, 2016). Por muitos anos, a Antartica
permaneceu um continente inexplorado. Em 1961, com a implementagao do Sistema do Tratado
da Antartica (ATS), o continente foi estabelecido como uma reserva natural, dedicada a paz e
a ciéncia (Correa, T et al. 2020).

Na Antartica verifica-se condi¢cdes ambientais como alta incidéncia de radiagao
ultravioleta, fortes ventos, alta salinidade, baixas temperaturas ¢ uma constante dinamica de
congelamento e degelo (Fell et al. 2006; Gongalves et al. 2012) circunstancias essas que
influenciam e exercem pressoes seletivas na comunidade bioldgica na regido (Gocheva et al.
2006; Foutain et al. 2016).

Os solos antarticos podem ser classificados como um sistema complexo determinado
por diversas interagdes entre os seus componentes bioldgicos, quimicos e fisicos (Buscot,
2005). No interior do continente Antartico e peninsula sdo consideradas as areas mais secas ¢
frias, e portanto, menos favoraveis a formagao dos solos, enquanto a Antartica Maritima ¢ mais
umida e, por isso, mais oportuna a colonizacao bioldgica (Simas et al. 2008).

Apesar das condigdes adversas presentes na Antartica, verifica-se diversas formas de
vida em seus diferentes habitats (Rosa et al. 2019). Ao longo dos anos, os fungos Antarticos
vém sendo descritos em diferentes substratos e podem ser a biota mais diversificada (Bridge &
Spooner 2012). Entre os géneros mais encontrados nos solos antérticos estdo Penicillium,
Aspergillus, Cladosporium, Mortierella, Antarctomyces, Pseudogymnoascus, Rodothorula e

Cryptococcus (De Menezes et al. 2017; Gomes et al. 2018).

Atualmente, apesar do extremo abidtico, o numero de estudos sobre a
diversidade/bioprospec¢ao de microrganismos neste continente tem aumentado ao longo dos
anos (Correa, T et al. 2020). Dentre os microrganismos, os fungos antarticos apresentam-se
como promissoras fontes de pigmentos com diferentes atividades biologicas (Rosa et al., 2019)
como acao antimicrobiana (Shi et al. 2007), antifungica (Li et al. 2008), antibacteriana (L1 et al.
2008, 2018), citotoxica (Li et al. 2012) e antiviral (Wang et al. 2016). Em suma, essas moléculas
bioativas produzidas pelos fungos representam um rico reservatorio quimico para a descoberta
de novas substancias como antioxidantes, antibioticos, anticancerigenos, imunomoduladores e

antiparasitarios (Santiago et al. 2012).
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Diante disso, o objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar fungos que prosperam no
solo da Geleira Collins da Antartica em dois transectos (sudeste/oeste). Fungos de ambientes
frios sdo frequentemente relatados como produtores de pigmentos capazes de produzir
compostos bioativos. O estudo da diversidade da comunidade fingica cultivavel permite a
descoberta de novas moléculas bioativas por linhagens ndo descritas que possuem vias

metabolicas e bioquimicas desconhecidas.
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7.3 MATERIAL E METODOS
7.3.1 Area de coleta

As coletas das amostras de solo foram realizadas durante a XXXV Operagdao Antartica
(OPERANTAR), no verdo austral de 2017 na Geleira Collins. As amostras foram cedidas pelo
Professor Dr. Rubens Tadeu Delgado Duarte. As amostras foram transferidas em sacos de
coleta ¢ mantidos em congelamento até a etapa de processamento e isolamento dos
microrganismos no departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) do

Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da UFSC.

A Geleira Collins localiza-se na Peninsula Fildes, ao sudoeste da Ilha Rei George
(Figura 4). Os pontos de coleta da amostragem formam dois transectos em frente a duas
diferentes faces do glaciar, sendo elas: a Face Sudeste (Transecto 1), e a Face Oeste (Transecto

2), conforme apresentado na Figura 5.

Figura 4. Visdo esquematica da Ilha Rei George, com énfase na localizagdo da Peninsula Fildes.

- ILHA REI 6EORGE -~

PENINSULA FILDES

(Imagem: adaptado, Simdes, J. 2004).
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Figura 5. Visdo esquematica da Geleira Collins, com énfase para a localizagdo das duas faces (Sudeste e Oeste).

+ GELEIRA COLLINS -

FACE OESTE
TRANSECTO 2

7))

"FACE SUDESTE
TRANSECTO 1

(ILHA REI GEORGE)

(Imagem: adaptado, Simdes, J. 2004).

7.3.2 Transecto 1: Geleira Collins - Face Sudeste

Estudou-se as amostras coletadas em um transecto de 50 metros, em que 3 pontos foram
analisados (Tabela 4). Na face Sudeste, o local de coleta estava coberto por gelo glacial (Figura
6A). Haviam nddulos de sedimento presentes no gelo (Figura 6B), o que evidencia o fato do
ponto ser a interface geleira-solo, pois os nédulos possivelmente sdo resquicios de um processo

de movimento do glaciar sobre o solo.

Tabela 4. Pontos de coleta das amostras de solo da Geleira Collins (Face Sudeste) e temperatura local durante a
OPERANTAR XXXV.

Ponto de coleta no transecto Coordenada geografica Temperatura no local de coleta (°C)
Om 62°10'21.0"S58°5121.8"W 3,15
25m 62°10'21.2"S58°5120.1"W 6,0

50 m 62°1021.3"S58°51'18.4"W 6,3
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Figura 6. Regido de coleta do solo da geleira Collins (Sudeste). A) Escavacdo do bloco de gelo glacial a ser
removido; B) Foto do bloco ja desprendido, evidenciando a presenga de granulos de sedimento.

Fonte: Renato Romano (2017)

7.3.3 Isolamento e preservagdo dos fungos

Foram pesados 10g de cada amostra de solo dos pontos 0 m, 25 m e 50 m da Geleira
Collins-face sudeste (Tabela 4), e diluido em frascos do tipo Erlenmeyer contendo 90 mL de
solucao salina (0,85% NaCl) e peptona (0,1%). A solucdo foi agitada a 200 rpm a 15,0 °C por
20 min (Figura 7). Em seguida, foram realizadas as dilui¢cdes seriadas até 10 e inoculado 100
uL da amostra em Yeast Malt Agar (YMA) (MA et al., 2000) ¢ Batata Dextrose Agar (BDA)
com auxilio de uma alca de Drigalski. Ambos os meios foram suplementados com cloranfenicol
(100 pg/mL) e as placas foram incubadas a temperatura de 15,0 °C até verificar crescimento

fingico abundante (até 60 dias).

Figura 7. Amostras de solo em solugdo salina contendo peptona (0,1%) apos agitacéo.

S N Tt

Fonte: Autor (2022)

Coldnias com aspecto filamentoso e leveduriforme foram purificadas através de subcultivos
sucessivos em meio BDA. Os isolados obtidos foram preservados em criotubos contendo
glicerol (87%) e peptona (1%) na proporcao 1:2 e armazenados em ulfrafreezer (-80,0 °C) que
encontra-se no Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) da

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) para colecdo de linhagens de fungos.



47

7.3.4 Reativagdo de fungos da Colegdo de Linhagens da UFSC

Para um maior niimero de isolados para as etapas seguintes de producdo dos pigmentos
(Capitulo III), e para ter uma comparagao com os isolados da Geleira Collins (face sudeste e
oeste), foram reativados 12 fungos (11 filamentosos e 1 leveduriforme) previamente isolados
em 2019 da Geleira em estudo, os quais sdo pertencentes a cole¢do de 106 linhagens de fungos
antarticos do Laboratério (LAMPB/UFSC). As linhagens foram reativadas em Caldo
Sabouraud a 150 rpm durante 7 dias a temperatura de 15,0 °C. A pureza dos isolados foi

verificada por caracteristicas morfologicas, e quando necessario foram identificados (Figura 8).

Figura 8. Reativacdo das linhagens fungicas isoladas de solo da Geleira Collins-face oeste em caldo Sabouraud a
150 rpm durante 7 dias a temperatura de 15,0 °C.

Fonte: Autor (2022)

7.3.5 Transecto 2: Geleira Collins - face oeste

As amostras reativadas da face oeste da Geleira foram coletadas em um transecto de 800
metros composto por 6 pontos, sendo 1 ponto analisado neste estudo (Tabela 5). O solo do ponto
estava totalmente exposto, a camada de gelo estava muito umida devido ao grande aportede dgua

oriunda do degelo do glaciar (Figura 9).

Tabela 5. Ponto de coleta e temperatura local da amostra de solo da Geleira Collins (Face Oeste) durante a
OPERANTAR XXXV.

Ponto de coleta no transecto Coordenada geografica Temperatura no local de coleta (°C)

Om 62°09'49.3"S58°55"22.3"W -0,45
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Figura 9. Regido de coleta do solo da geleira Collins (Oeste). A. Abertura para acessar o solo com auxilio de uma
piqueta; B. Aspecto da amostra apds o derretimento da camada de gelo.

p—|

Fonte: Carolina Fernandes, Giulia Scussel e Renato Romano (2017)

7.3.6 Identificacdo Morfologica

Para agrupamento em morfogrupos, todos os isolados foram identificados
morfologicamente através de caracteristicas macromorfolégicas por meio de plaqueamento
pontual em meio BDA por 7 dias a 15,0 °C. A identificacdo microscopica foi realizada por meio
de técnica de microcultivo de acordo com Gomes et al. (2010) que consiste em uma placa de
Petri (30 mL), contendo papel filtro, onde foi colocada uma lamina e depositados dois blocos
de meio cultura BDA. Em seguida, inoculou-se as laterais dos blocos com hifas fingicas. Apos
1sso, colocou-se uma laminula estéril sobre os blocos e umedeceu-se o papel filtro com agua
destilada. As placas contendo o microcultivo foram incubadas por 7 e 14 dias a 25,0 °C. Apos
o crescimento fungico nas laminulas contendo as estruturas de interesse, elas foram retiradas e
depositadas em uma nova lamina com lactofenol. Depois de seladas, as laminas foram
observadas ao microscopio Optico em aumento de 400X para analise das estruturas
reprodutivas.

A confirmacdo de fungos leveduriformes foi realizada através a coloracdo de Gram
(Tripathi, N. & Sapra, A. 2022). Utilizou-se 10 uL de solucdo salina em lamina de vidro e
realizado o esfregaco com uma coldnia pura do microrganismo de interesse com movimentos
de rotacdo, para se obter um esfregaco de forma oval, fino e uniforme. Posteriormente, a ldmina
com o esfregaco foi fixada utilizando o bico de Bunsen. Em seguida, os seguintes reagentes
foram adicionados até cobrir a superficie do esfregaco: 1. Solugdo de cristal violeta por 1 min
apos isso, lavado com agua corrente. 2. Solucao de lugol (mordente) durante 1 min e lavado
novamente com agua. 3. Cobriu-se a superficie do esfregaco com algumas gotas do descorante
alcool-acetona até que ndo houvesse mais desprendimento de cor violeta. 4. Acrescentou
fucsina de gram por 30 segundos e lavou-se com dgua corrente. Apos isso, utilizou-se uma gota

de dleo de imersao sobre a lamina e observou-se em objetiva de imersao (100X) com o intuito
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da distin¢ao de leveduras e bactérias, principalmente pelo tamanho celular e presenca de cicatriz
de brotamento. A propriedade de reter o Gram ¢ caracteristico das bactérias e das leveduras

(Bier, 1994).

7.3.7 Extracdo do DNA total

Para uma identificacdo molecular, foram utilizados pelo menos um isolado de cada
morfogrupo. A extragdo de DNA total foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Rosa et al. (2009), com modificagdes. Os fungos filamentosos foram crescidos por no maximo
20 dias em meio Agar Sabouraud a 15,0 °C e fragmentos de micélio foram retirados e colocados
em tubos de 1,5 mL acrescidos de 400 pL de tampao de lise (Tris-HClI —
trishidroximetilaminometano 0,05 10 M, EDTA — acido etilenodiamino tetra-acético 0,005 M,
NaCl 0,1 M e SDS — sédio dodecil sulfato 1%) e mantido a -20,0 °C, por no minimo 30 min.
Em cada tubo foram adicionadas trés esferas de aco inox (3,175 mm de didmetro) e
posteriormente o material dos tubos foi submetido a trituracdo no equipamento Bullet Blender
TM 24 (Uniscience). Em seguida, foram adicionados 162 pL de CTAB (Tris 2M, NaCl 8,2%,
EDTA 2M e CTAB 0,2%), seguido de homogeneizagao em vortex e incubagao por 40 min-1h
a 65,0 °C. Sequencialmente, foram acrescentados 570 pL da mistura cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1). Ap6s homogeneizagdo, o tubo foi incubado por 30 min em banho de gelo.
Em seguida, o contetdo foi centrifugado a 14.000 rpm por 10 min e o liquido sobrenadante foi
transferido para um novo tubo de 1,5 mL e acrescentado 10% do volume de uma solugdo de
acetato de sddio 3M (pH 5,2). Apds homogeneizagdo por inversdo, os tubos foram incubados
por 30 min em banho de gelo e centrifugados a 14.800 rpm por 10 min. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e, em seguida, adicionado 50% do volume de isopropanol
(Merck), sendo a suspensado gentilmente homogeneizada e incubada a temperatura ambiente por
40 min. Em seguida, foram adicionados 200 uL de etanol 70% (Merck) gelado, sendo os tubos
homogeneizados e submetidos a centrifugacao a 14.800 rpm 25,0 °C por 5 min. O sobrenadante
foi descartado novamente por inversdo. Foi realizada mais uma lavagem com 200 pL de etanol
70% (Merck) gelado e, por Gltimo, mais uma centrifugacdo 14.800 rpm por 5 min, seguido do
descarte do sobrenadante. A amostra foi entdo seca, por aproximadamente 60 min a 37,0 °C e
deixada overnight em temperatura ambiente e entdo ressuspendida em 50 pL de Tris-EDTA
(Tris-HCI 30 0,01 M e EDTA 0,001 M) e incubada a 30,0 °C por 60 min, para hidratacdo do
DNA e armazenadas a -20,0 °C até sua utilizacdo. Todos os produtos obtidos foram
quantificados em espectrofotometro a 260/280 nm (NanoDrop ND 1000 Thechnologies). Esta
etapa foi realizada no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA/UFSC).
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7.3.8 Amplificacdo da regidao ITS

O DNA genomico dos isolados fungicos foi submetido a reagdo de PCR para
amplificacao da regiao rDNA através dos iniciadores ITS-1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS-4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et
al. 1990). A reacao foi realizada conforme descrito em Singha et al. (2016). A reagao da PCR
para o volume final de 25 pL consistiu em 0,75uL. de MgCI2 50 mM, 0,20 uLL de dNTPs 100
mM, 0,25 pL de primer 27F a 20 uM, 0,25 uL de primer 1401R a 20 uM, 0,10 puL de Taq
Polimerase 5 U. uL-1 e 1 uL. de DNA extraido. As condi¢des de amplificagdo foram seguidas
conforme Sakamoto (2001): hotstart de 95,0 °C por 10 min, seguido por 30 ciclos de 30s de
desnaturagdo a 94,0 °C, 30s de anelamento a 55,0 °C e 30s de extensdo a 72,0 °C. A extensao
final foi de 72,0 °C por 10 min. Um controle positivo contendo DNA extraido de Rhodotorula
(25 ng) e um controle negativo (dgua MiliQ) também foram preparados. As amplificacdes foram
realizadas no termociclador Eppendorf 950000040 Mastercycler® personalThermal Cycler.

Os produtos da PCR foram verificados por eletroforese em gel de agarose (1%).

7.3.9 Purifica¢do das amostras

As amostras amplificadas foram submetidas a uma purificagdo conforme Green e
Sambrook (2017). Foram adicionados ao produto de PCR 11,75 pLL de EDTA 125 mM e 141
puL de etanol absoluto (Merck). Os tubos foram homogeneizados por inversdo e deixados a
temperatura ambiente, por 30 min. Os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm, durante 20 min.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com a adi¢ao 35 de 120 pL de etanol
70% gelado, sendo posteriormente homogeneizado por inversdo. Apos centrifugacdo a 14.000
rpm por 10 min, o sobrenadante foi descartado novamente e os tubos foram deixados abertos
para evaporacao de todo o excesso de etanol. Apos isso, foram adicionados 10 pL de agua de
injecdo esterilizada e os tubos incubados em banho maria a 37,0 °C por 30 min. As amostras
purificadas foram enviadas para a empresa de biotecnologia Macrogen (Online Sequencing
Order System) da Coréia do Sul para o sequenciamento de DNA pelo método de Sanger

utilizando os primers ITS-1 e ITS-4.
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7.3.10 Andlise computacional das sequéncias
As sequéncias de DNA obtidas da regido ITS foram comparadas com as sequéncias de
espécies tipo ou referéncia de fungos depositadas no GenBank utilizando o programa BLASTn

(Basic Local Alignment Serch Tool) disponivel no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

Os fungos que apresentaram sequéncias com valor de E=0 e identidade >97% em comparacao
as sequéncias de fungos depositadas no Genbank foram considerados como pertencentes a
mesma espécie. As arvores filogenéticas foram construidas com bootstrap de 1000 repeti¢des
utilizando-se o software MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) v6., com
aplicagdo do método de maximum-likelihood (maxima verossimilhanga) e modelo de distancia
de Tamura-Nei. Esse modelo assume uma analise complexa e especifica para estimar distancias

evolutivas (Tamura e Nei 1993).

7.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.4.1 Caracterizagdo taxonémica

No presente estudo, foram analisados 64 fungos (61 filamentosos e 3 leveduriformes).
Obteve-se 52 fungos isolados de solo da Geleira Collins-face sudeste e 12 reativados da cole¢ao
de fungos antarticos do laboratério-LAMPB provenientes de solo da Geleira Collins-face oeste,
totalizando 8 géneros identificados por macromorfologia (Figura 10, Grafico 2).
Posteriormente, os isolados fingicos foram fotografados (frente e verso) e agrupados em 10
morfogrupos de acordo com as seguintes caracteristicas: cor da colonia, aspecto da borda,

textura da superficie e producdo de pigmento extracelular.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
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Figura 10. Macro e micromorfologia dos géneros fungicos isolados em BDA (14 dias a 28 °C). A. Aspergillus; B.
Cladosporium; C. Curvularia; D. Paecilomyces; E. Penicillium; F. Pseudogymnoascus; G. Talaromyces; H. Thelebolus.

Fonte: Autor (2022)

Grifico 2. Porcentagem de espécies por género isolados da Geleira Collins.

Fonte: Autor (2022)

As analises morfologicas permitiram inferir o género de 85% dos isolados (Tabela 6).
Posteriormente, foi selecionado um isolado de cada grupo para analise de filogenia molecular

através do sequenciamento da regido ITS.



Tabela 6. Identificagdo dos isolados de sedimento do solo de degelo da Geleira-Collins com base em
micromorfologia e marcador molecular ITS.

(Continua)
Isolado Taxon Método de identificacio
SCO01.P1 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SC02.P1 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SC03.P1 Penicillium sp. Morfologia
SC04.P1 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SCO05.P1 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SCUVO02.P1 Penicillium sp. Morfologia e Molecular
SCUVO03.P1 Paecilomyces sp. Morfologia
SCUV04.P1 Paecilomyces sp. Morfologia
SCUV06.P1 Penicillium sp. Morfologia
SCUV07.P1 Curvularia sp. Morfologia e Molecular
SC04.P2 Penicillium sp. Morfologia
SC05.P2 Levedura Morfologia
SC06.P2 Penicillium sp. Morfologia
SCO07.P2 Penicillium sp. Morfologia
SCO08.P2 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SC09.P2 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SCO01.P3 Paecilomyces sp. Morfologia
SC02.P3 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SCO03.P3 NI Morfologia
SC04.P3 Pseudogymnoascus sp. Morfologia e Molecular
SCO05.P3 Talaromyces sp. Morfologia
SC07.P3 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SCO09.P3 NI Morfologia
SC10.P3 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SC11.P3 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SC12.P3 Pseudogymnoascus sp. Morfologia e Molecular
SC14.P3 Pseudogymnoascus sp. Morfologia ¢ Molecular
SC15.P3 NI Morfologia
SC16.P3 Thelebolus sp. Morfologia
SC17.P3 Thelebolus sp. Morfologia
SC18.P3 NI Morfologia
SC19.P3 Penicillium sp. Morfologia
SC20.P3 Curvularia sp. Morfologia
SC21.P3 Aspergillus sp. Morfologia
SC23.P3 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SC24.P3 NI Morfologia
SC25.P3 Pseudogymnoascus sp. Morfologia e Molecular
SC26.P3 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SC27.pP3 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SC28.P3 Pseudogymnoascus sp. Morfologia
SC29.P3 Thelebolus sp. Morfologia e Molecular
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Tabela 6. Identificagdo dos isolados de sedimento do solo de degelo da Geleira-Collins com base em

micromorfologia e marcador molecular ITS.

(Conclusdo)

Isolado Taxon Método de identificacio
SC31.P3 Cladosporium sp. Morfologia
SC32.P3 Pseudogymnoascus sp. Morfologia e Molecular
SC33.P3 NI Morfologia
SC34.P3 Talaromyces sp. Morfologia e Molecular
SC35.P3 Levedura Morfologia
ACF092 Levedura Morfologia
ACF093 Pseudogymnoascus sp. Morfologia e Molecular

NU04 Pseudogymnoascus sp. Morfologia

NU07 Cladosporium sp. Morfologia

NU09 Pseudogymnoascus sp. Morfologia

NU11 Thelebolus sp. Morfologia

NU16 Pseudogymnoascus sp. Morfologia

NU21 Pseudogymnoascus sp. Morfologia

NU22 Pseudogymnoascus sp. Morfologia

NU23 Pseudogymnoascus sp. Morfologia

NU25 NI Morfologia

NU26 Pseudogymnoascus sp. Morfologia

NI: Néo identificado.

Um total de 52 microrganismos foram isolados de 3 pontos da coleta Geleira Collins

(face sudeste), dos quais 50 sdo filamentosos e 2 leveduriformes, com maior nimero de isolados

(32) nas amostras P3, local de coleta com temperatura mais elevada (6,3 °C) (Tabela 7).

Tabela 7. Total de microrganismos isolados (62) das amostras de solo coletado da geleira Collins (sudeste).

Amostra Leveduras Fungos Filamentosos Total por amostra
P1 (Om) 0 11 11
P2 (25m) 0 9 9
P3 (50m) 2 30 32
Total de microrganismos 2 50 52

Um total de 12 microrganismos foram reativados da Geleira Collins (face oeste), da

colecdo de 106 isolados de fungos antarticos do Laboratorio de Microbiologia e Processos

Biotecnoldgicos-LAMPB. Desses isolados reativados, 11 sdo filamentosos e 1 leveduriforme

(Tabela 8), dos quais apenas 2 (1 filamentoso e 1 leveduriforme) apresentaram producdo de

pigmentos em meio extracelular (Figura 11).
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Tabela 8. Total de microrganismos reativados (12) das amostras de solo coletado da Geleira Collins (oeste).

Amostra Leveduras Fungos Filamentosos Total por amostra
P1 (Om) 1 11 12

Total de microrganismos 1 11 12

Figura 11. Fungos reativados do ponto P1 (0m). A. Pseudogymnoascus sp. (ACF093); B. ACL092.

Fonte: Autor (2022)

7.4.2 Andlises filogenéticas

M¢étodos moleculares para descrever comunidades fungicas tém usado a amplificacao
por PCR e a comparagdao de genes nucleares, como ITS (Martin & Rygiewicz, 2005). Foi
realizada uma comparagdo com as sequéncias geradas a partir de 10 isolados selecionados da
Geleira Collins-sudeste/oeste com as de tipo e referéncias de colecdo de cultura do Westerdijk
Fungal Biodiversity Institute (CBS) e/ou de isolados do continente Antartico descritos na
literatura que estao disponibilizadas no banco de dados do Genbank do NCBI usando BLASTn.
Moucor circinelloides foi utilizado como grupo externo (outgroup) para a analise concatenada
com o marcador ITS.

O alinhamento foi feito no software MEGA v.6.0, usando o algoritmo ClustalW e
ajustado manualmente conforme necessario. As reconstrugdes filogenéticas foram feitas usando
as abordagens de Maxima Verossimilhanca (ML). As sequéncias nucleotidicas utilizadas neste
estudo que apresentaram similaridades com as sequéncias dos nossos isolados para comparacao

foram obtidas do GenBank e listados na Tabela 9.



56

Tabela 9. Fungos obtidos de solo da Geleira-Collins na Antartica e identificados por comparagdo de sequéncias
com a correspondéncia no BLASTn e banco de dados NCBI GenBank database.

Local de coleta da Geleira Collins  *Cédigo do isolado  Espécie ou grupo taxondémico Numero de Identidade (%)
Acesso GenBank
) KU232924.1
Sudeste SCUV07.P1 Curvularia affinis 97
Sudeste SCUV02.P1 Penicillium chrysogenum NR 077145.1 99
Sudeste SC34.P3 Talaromyces cnidii LT558960.1 99
Sudeste SC29.P3 Thelebolus sp. NR 138367.1 92
Oeste ACF093 Pseudogymnoascus sp. MT367223.1 99
Sudeste SC32.P3 Pseudogymnoascus pannorum ~ MH128254.1 97
Sudeste SC12.P3 Pseudogymnoascus pannorum ~ MW113261.1 99
MT367265.1
Sudeste SC14.P3 Pseudogymnoascus sp. 97
Sudeste SC25.P3 Pseudogymnoascus sp. KY623481.1 96
Sudeste SC04.P3 Pseudogymnoascus sp. MH790447.1 97

*codigo dos isolados= Codigo da Colegdo de isolados da Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC. NR=Nao reportado

O processo de identificacdo das linhagens corroborou com os dados da identificagdo
morfologica, obtendo-se isolados dos géneros Curvularia (1), Penicillium (1), Thelebolus (1),

Talaromyces (1) e Pseudogymnoascus (6).

7.4.3 Curvularia

Os fungos demdceos sdo um grupo heterogéneo de fungos com colonias escuras e
elementos fungicos pigmentados (Yew et al. 2014). O género tem atraido a atencao pela sua
habilidade em produzir alguns metabdlitos secunddrios com valor farmacéutico, como por
exemplo o pigmento melanina (Zhang et al. 2012). Apresenta-se como espécies saprofitas,
endofiticas e patogénicas em plantas e oportunistas de humanos (Marin-Felix et al. 2017). Em
humanos, podem causar infec¢des superficiais e profundas que afetam principalmente o trato
respiratorio, chegando a causar uma lesdo rara conhecida como feohifomicose cerebral (de
Hoog et al. 2000).

As espécies de Curvularia sao dificeis de identificar com base apenas na morfologia,

pois Curvularia ¢ morfologicamente semelhante ao género Bipolaris, com diferenca apenas na


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7314867/#B24
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curvatura ¢ comprimento dos conidios (Marin-Felix et al. 2020). Em seu estudo, Tan et al.
(2014), demonstraram que algumas espécies colocadas em Bipolaris pertenciam a Curvularia
e vice-versa. Diante disso, Marin-Felix et al. (2017) destacam que para obter uma identificagao
precisa das espécies do género sdo utilizados a regido do espagador transcrito interno (ITS), e
o gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GPD) e fator de alongamento de tradugdo 1-a
(TEF1), embora as regides ITS sozinhas possam resolver a maioria dos taxons impostos em
Curvularia (Manamgoda et al. 2015).

No estudo, a identificagdo foi realizada usando caracteristicas morfologicas, bem como
o sequenciamento das regides ITS do gene do DNA ribossomico. A cepa Curvularia sp.
SCUVO07.P1, previamente isolada do solo de degelo da Geleira Collins-sudeste, foi identificada
quanto a morfologia e apresentou esporos curvos melanizados, com septos caracteristicos do
género curvularia. Este dado foi confirmado com o sequenciamento da regido ITS. As regides
ITS foram submetidos ao GenBank (nimero de acesso OP603795). As sequéncias das cepas de
referéncia foram coletadas do banco de dados Genbank, e o resultado da identificacao foi

resumido na Tabela 10.

Tabela 10. Isolado de Curvularia sp. SCUV07.P1 (em negrito) da Geleira Collins ¢ sequéncias utilizadas na

analise filogenética.

Gene Cepa Espécie ou grupo taxonémico Numero de acesso do Numero de pb

Genbank das sequéncias
ITS SCUV07.P1 Curvularia sp. 0P603795 568
ITS D942 Curvularia affinis KU232924.1 570
ITS CBS 169.53 Curvularia oryzae NR 138221.1 682
ITS CBS 127235 Curvularia micropus NR 157424.1 658
ITS CBS 221.52 Curvularia uncinata NR 156234.1 620
ITS CBS 730.96 Curvularia luneta NR 138223.1 599
ITS CBS 222.96 Curvularia soli NR 152503.1 602
ITS TEA-N8 Curvularia geniculata OP037100.1 506
ITS CBS 197.29 Curvularia miyakei NR 147463.1 600
ITS CBS 470.90 Curvularia ovariicola NR 159856.1 596
ITS HSAUP 992347-2 Curvularia pseudorobusta NR 130653.1 576
ITS CBS 537.75 Curvularia verruciformis HG779026.1 737

ITS CBS 195.68 Mucor circinelloides NR 126116.1 639
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Para a constru¢ao da arvore filogenética, utilizou-se espécies do género Curvularia com
sequéncias de tipo ou de referéncia depositadas no Genbank (Tabela 10). Obteve-se uma
sequéncia de 570 bp que se agrupou com a espécie Curvularia affinis (cepa: D942) com 97%

de homologia (Figura 12). A sequéncia ITS mostrou apenas 17 diferencas de nucleotideos.

Figura 12. A. Morfologia colonial da linhagem Curvularia sp. SCUV07.P1 em BDA (7 dias a 28°C). B. Arvore filogenética
construida com bootstrap de 1000 repeti¢des utilizando-se o software MEGA e aplicando o método de maximum-likelihood

com sequéncias da regido ITS de espécies referéncia de Curvularia.

94% Curvulana oryzae (CBS 169.53)
ﬂE Curvularia micropus (CBS 127235)
8% Curvularia uncinata (CBS 221.52)
89% " Curvularia lunata (CBS 730.96)
Curvularia soli (CBS 222.96)
98% —87%: Curvulana geniculata (TEA-N8)

7% Curvulana miyaker (CBS 197.29)
{ Curvularia ovariicola (CBS 470.90)
9%8% Curvularia pseudorobusia (HSAUP 992347-2)

W: Curvularia verruciformis (CBS 537.75)
— Curvularia affinis (SCUV07.P1) ]

s7% ——— Curvularia affinis (D942)
Mucor circinelloides (CBS 195.68)

98%

Curvularia affinis ¢ uma espécie ecologicamente e economicamente importante (Trianto
et al. 2020). Esta espécie apresenta conidios de 5 células que frequentemente produzem
estromas (Madrid H et al. 2014). Zhang et al. (2012) em seu estudo, destacaram que o extrato
de C. affinis, cepa HS-FG-196 isolado da China, exibia forte atividade citotoxica contra certas
linhagens de células tumorais.

A arvore filogenética revelou cinco clados bem sustentados. Com base na literatura, as
espécies de C. affinis e C. verruciformis sao filogeneticamente proximas, sustentando nossos
resultados evidenciados na figura 12. As espécies C. verruciformes e C. pseudorobusta
apresentaram uma homologia de 97%. C. verruciformes possui conidios verrucosos e espécies
com essa caracteristica aparecem em diferentes clados, sugerindo que este tipo de ornamentacao
evoluiu véarias vezes no género (Madrid H. et al. 2014).

A semelhancga de sequéncia ITS entre C. miyakei e C. ovariicola também foi de 97%.
Outro clado robusto também foi observado entre os taxons C. oryzae e C. micropus (94%) e C.
soli e C. geniculata (84%). C. lutana agrupou-se em um clado diferente, esta espécie apresenta
conidios de 4 células, mais ou menos curvos, em que uma das c€lulas intermediarias € maior e
mais escura que as demais (Madrid H et al. 2014). Sustentando nossos resultados, Da cunha KC

et al. (2013) destacam que a espécie também se alinhou a um clado diferente.
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7.4.4 Penicillium

A taxonomia de Penicillium ¢ bastante complexa devido ao grande nimero de espécies
descritas e a grande variabilidade inerente ao género, sendo dificil a distingdo entre algumas
espécies utilizando apenas a caracterizacao morfologica, incluindo padrao de colonia, estrutura
de conididforos e producdo de esclerodios (Samson; Frisvad, 2004). Diante disso,caracteristicas
moleculares como sequéncia da regido ITS e marcadores adicionais, como RNAribossomico de
subunidade maior (LSU), S-tubulina (BenA), calmodulina (CaM) e a segunda maior subunidade
da RNA polimerase II (RPB2) sdo utilizados (Nguyen, V D et al. 2022).

A identificacdo foi realizada usando caracteristicas morfoldgicas como sua forma
reprodutiva assexuada (conidioforo ramificado), sendo confirmada com o sequenciamento das
regides ITS. As sequéncias dos isolados de estudo foram submetidas ao Genbank e as cepas de

referéncia foram coletadas do mesmo banco de dados e resumido na Tabela 11.

Tabela 11. Isolado de Penicillium sp. SCUV02.P1 (em negrito) da Geleira Collins ¢ sequéncias utilizadas na analise

filogenética.
Gene Cepa Espécie ou grupo taxondomico Numero de acc. do Nimero Ade .bp
Genbank das sequéncias
ITS SCUV02.P1 Penicillium chrysogenum 0OP603793 555
ITS CBS 306.48 Penicillium chrysogenum NR 077145.1 585
ITS CBS 129667 Penicillium rubens NR 111815.1 585
ITS CBS 140575 Penicillium fimorum NR 153267.1 720
ITS CBS 185.27 Penicillium grioseofulvum JX997084.1 584
ITS FRR 937 Penicillium solitum AY373932.1 610
ITS CBS 603.74 Penicillium verrucosum AB479317.1 609
ITS NRRL 1841 Penicillium citrinum NR 121224.1 574
ITS CBS 195.68 Mucor circinelloides NR 126116.1 639

O isolado SCUV02.P1 apresentou 100% de homologia com a espécie P. chrysogenum
(cepa: CBS 306.48) (Figura 13), com uma diferenca de apenas 1 nucleotideo (adenina) ao final
do alinhamento. Esta espécie ¢ caracterizada por apresentar conidios elipsdides (Samson, R. A

etal. 1977).
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Figura 13. A. Morfologia colonial da linhagem Penicillium sp. SCUV02.P1 em BDA (7 dias a 28 °C). B. Arvore filogenética
construida com bootstrap de 1000 repeti¢des utilizando-se o software MEGA e aplicando o método de maximum-likelihood
com sequéncias da regido ITS de espécies referéncia de Penicillium.

100% Penicillium chrysogenum (SCUV02.P1)
100% Penicillium chrysogenum (CBS 306.48)
100% Peniciflium rubens (CBS 129667)
100% Penicillium fimorum (CBS 140575)
{ Penicillium griseofulvum (CBS 185.27)
Penicillium solitum (FRR 937)
Penicillium verrucosum (CBS 603.74)

Penicillium citrinum (NRRL 1841)
Mucor circinelloides (CBS 195.68)

100%

92%

O género Penicillium no continente Antartico ¢ encontrado de forma abundante. De
menezes et al. (2019) destacam em seu estudo, que as espécies Penicillium chrysogenum,
Penicillium palitans e Penicillium spp. foram capazes de produzir substancias com seletivas
atividades tripanossomicidas, leishmanicidas e herbicidas, sendo a espécie P. chrysogenum com
bioatividades mais elevadas. A espécie ja foi isolada de diferentes habitats terrestres e marinhos
e talvez seja altamente adaptada as condicdes extremas encontradas na Antartica (De menezes
et al. 2019).

A espécie P. chrysogenum, produtor de penicilina, cresce em meios com baixa atividade
de 4gua e baixo pH, numa faixa de temperatura entre 15,0 a 25,0 °C. No entanto, ¢ capaz de
crescer a 5,0 °C (Pitt 1979; 1991). De acordo com Samson; Frisvad (2004), este subgénero ¢
distinto tanto filogeneticamente quanto ecologicamente. A maioria das espécies apresenta
importancia econdmica por produzirem varios metabolitos, dentre estes as micotoxinas que sao
metabodlitos secundarios de baixo peso molecular, sendo alguns potenciais agentes
carcinogénicos e nefrotoxicos (Hoeltz et al. 2009).

Khan et al. (2020) demonstraram que o extrato do fungo antartico P.chrysogenum
possui potentes bioatividades antibacterianas, destacando que microrganismos deregides polares
estdo surgindo como um novo recurso para a descoberta de produtos naturais que combatem
patdégenos humanos.

A arvore filogenética incluiu 8 isolados, além da espécie de grupo externo, apresentando
3 clados bem coesos. As espécies P. griseofulvum e P. fimorum agruparam-se no mesmo clado
com 100% de homologia. Penicillium griseofulvum possui conidiéforos divergentes
ramificados com fidlides curtos, ja a espécie P. fimorum apresenta producdo de estipes de
conidiéforos de paredes rugosas, o que pode ser usado para distinguir as espécies (Houbraken

Jetal. 2016).
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Apesar da semelhanga de algumas cepas de P. verrucosum que produzem coldnias
superficialmente aveludadas, muito parecidas com as colonias de P. chrysogenum. Em nossa
analise filogenética, os clados das espécies ficaram em clados distantes (Figura 13). Isso pode
ser evidenciado pelas caracteristicas dos conididforos, que em P. chrysogenum t€m paredes
lisas, enquanto que em P. verrucosum sao asperas (Samson, R. A et al. 1977). A espécie P.
rubens agrupou-se proximo a P. chrysogenum, assim como no estudo de Suarez-Contreras et
al. (2022) e Raper e Thorn (1949) que consideraram P. rubens como sindnimo de P.

chrysogenum, refor¢ando a efetividade dos nossos resultados.

7.4.5 Talaromyces

Samson et al. (2011) avaliaram a relagdo filogenética entre Penicillium e Talaromyces.
A distingdo dos géneros foi obtida através do sequenciamento parcial da SSU (subunidade
menor) e/ou LSU (subunidade maior) do rDNA, bem como da regido ITS do rDNA, onde as
espécies anamorfas foram atribuidas ao subgénero Biverticillium do género Penicillium e as
espécies teleomorfas ao género Talaromyces. De acordo com os autores, Talaromyces foi

classificado como um género telemorfo, que forma um grupo monofilético posicionado
distantemente das espécies pertencentes a outros subgéneros de Penicillium (Caroy et al. 2015).

Algumas espécies de Talaromyces estdo intimamente relacionadas com a vida humana.
Muitas tém potenciais aplicagdes biotecnoldgicas como a produgdo de antibidticos, corantes

alimentares ou exoenzimas (Su lei et al. 2018). Outras sdo patogénicas € causam
talaromicose. A espécie Talaromyces marneffei, por exemplo, € um conhecido e importante
patdgeno humano causador da penicilose (Zhang et al. 2021). Como o 7. marneffei costumava
ser classificado em Penicillium, sua doenca ainda ¢ chamada de peniciliose (Ylmaz et al. 2014).

No geral, o ITS funciona muito bem para o reconhecimento de espécies no género,
embora deva ser usado com cautela, pois a variabilidade ¢ baixa em alguns clados (Ylmaz et al.
2014).

O isolado Talaromyces cniddi SC34.P3 foi identificado por caracteristicas morfologicas
como a presenca de conidios esféricos conectados no topo dos ramos em forma de vassoura dos
conidi6foros. Para confirmagdo do género e da espécie do fungo isolado foi realizado o
sequenciamento das regioes ITS. Para comparacao, foram utilizadas sequéncias de tipo e/ou

referéncia do género depositadas no Genbank e listados na Tabela 12.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8389673/
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Tabela 12. Isolado de Talaromyces cnidii sp. SC34.P3 (em negrito) da Geleira Collins ¢ sequéncias

utilizadas na andlise filogenética.

Numero de acesso do

Numero de pb

Gene Cepa Espécie ou grupo taxondémico Genbank dfls )
sequéncias
ITS SC34.P3 Talaromyces cnidii 0P603791 551
ITS DI16.138 Talaromyces cnidii LT558960.1 1297
ITS CBS 310.38 Talaromyces flavus NR 147413.1 502
ITS CBS 114.72 Talaromyces viridis NR 160136.1 505
ITS CBS 317.63 Talaromyces macrosporus NR 145155.1 444
ITS CABI IMI 91926 Talaromyces purpurogenus KC 962107.1 500
ITS CBS 388.87 Talaromyces marneffei NR 103671.2 612
ITS CBS 475.88 Talaromyces siamensis NR 103683.2 613
ITS CBS 408.93 Talaromyces stolli NR 111781.1 580
ITS CBS 132696 Talaromyces amestolkiae NR 120179.1 577
ITS CBS 195.68 Mucor circinelloides NR 126116.1 639

O isolado de estudo apresentou uma similaridade de 100% com a espécie 7. cnidii (cepa:

DI16.138), apresentando apenas uma diferenca nucleotidica entre si (guanina) no inicio do

alinhamento (Figura 14).

Figura 14. Morfologia colonial da linhagem Talaromyces sp. SC34.P3 em BDA (7 dias a 28 °C). B. Arvore filogenética
construida com bootstrap de 1000 repeti¢des utilizando-se o software MEGA e aplicando o método de maximum-likelihood
com sequéncias da regido ITS de espécies referéncia de Talaromyces.

88%

100%

80%

100%

Talaromyces flavus (CBS 310.38)
Talaromyces viridis (CBS 114.72)
Talaromyces macrosporus (CBS 317.63)
Talaromyces purpurogenus (CABI IMI 91926)
Talaromyces marneffei (CBS 388.87)

Talaromyces siamensis (CBS 475.88)
Talaromyces cnidii (SC34.P3)
Talaromyces cnidif (D116.138)

—_— Talaromyces stollii (CBS 408.93)
100% L—— Talaromyces amestolkiae (CBS 132696)
Mucor circinelioides (CBS 195.68)

Talaromyces cnidii apresenta micromorfologia com presenca de conididéforos

biverticilados com ramos subterminais e estipes de paredes lisas. Além disso, possuem

pigmentos soltiveis de vermelho a amarelo em meio extracelular (Ylmaz et al. 2014),

caracteristicas que corroboram com aspectos morfologicos da nossa linhagem (Fig 14A).
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Entretanto, nao ha registro na literatura da presenga da espécie na Antartica. Yilmaz N
et al. (2014) destacam que o fungo 7. cniddii apresenta crescimento um pouco mais rapido a
25,0 °C e 37,0 °C. Porém, em nosso estudo, o isolado apresentou 6timo crescimento a 15,0 °C,
sugerindo a ampla dispersdo, adaptacdo e colonizacdo a ambientes frios.

A arvore filogenética possui quatro clados bem estruturados (Figura 14B). Assim como
no estudo de Ylmaz et al 2014, a espécie Talaromyces siamensis se agrupou proximo a 7. cnidii
e difere com sete diferengas de nucleotideos. Ylmaz et al. 2014 destaca que existem apenas
pequenas diferencas como morfologia da margem da colonia, métulas e conidios entre essas
duas espécies.

Outro clado estruturado também foi observado entre as espécies 7. flavus e T. viridis
com inferéncia de 87%. Talaromyces flavus possui conididforos monovertivulares, enquanto 7.
viridis produz conididéforo com fidlides solitarias, ¢ ambos apresentam forma de
conidioselipsoidal. 7. flavus ¢ descrito como um dos mais importantes antagonistas fungicos
utilizados como biocontrole de patdgenos de solo (Ylmaz et al. 2014).

Talaromyces macrosporus e Talaromyces purpurogenus apresentaram uma homologia
de 80%. Talaromyces macrosporus possui conidiéforos mono a biverticilar e 7. purpurogenus
bivercicilar. Ambas espécies sdo comumente isoladas do solo, humanos com penicilose e
produtos alimenticios (Ylmaz et al. 2014). Talaromyces macrosporus produz ascosporos
resistentes ao calor e causam deterioracao de produtos a base de frutas (Dijksterhuis et al. 2007).
Ja T. purpurogenus produz micotoxina (rubratoxina) em produtos alimenticios (Ylmaz et al.
2012).

As espécies T. stolli e T. amestolkiae agruparam-se no mesmo clado com 100% de
homologia, com apenas uma diferenga nucleotidica entre si (citocina). Ambos possuem
conidioforo biverticilado e com forma elipsoidal. Talaromyces stolli distingue-se de T.
amestolkiae pelo crescimento mais rapido a 37,0 °C (Ylmaz et al. 2014). As espécies possuem
importancia clinica e ja foram relatados a presenca em pulmdes e escarros de pacientes
imunocomprometidos (Ylmaz et al. 2012). Os resultados filogenéticos apresentados em nosso

estudo, estdo de acordo com a literatura, comprovando a robustez das nossas analises.

7.4.6 Thelebolus

A familia Thelebolaceae pertence a ordem Thelebolales, considerada a evolucao
ascomatal dentro da classe Leotiomycetes (Zhang et al. 2020). A familia Thelebolaceae,
representada por Thelebolus e Antarctomyces, compartilha um ancestral comum com a familia

Pseudeurotiaceae, representada pelo género Pseudogymnoascus (Johnston et al., 2019; Batista
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et al., 2020). A ordem Thelebolales contém 11 géneros, e dentro dessa ordem Thelebolus ¢ o
género mais diversificado, com espécies com ascomas fechados (Quijada et al. 2022).

Hoog et al. (2005) destacam a utilizagdo de 3 marcadores (SSU, ITS e B-tubulina) para
avaliar o agrupamento de espécies do género Thelebolus. Bovio et al. (2018) utilizaram os
marcadores ITS e B-tubulina para identificar novas espécies (7. balaustiformis e T. spongiae)
isoladas de esponjas marinhas da Antartica.

O género Thelebolus tem distribuicao ubiqua e representa espécies psicrofilicas. As
espécies t€m sido frequentemente relatadas em (1) associagdo com esterco de animais e (2)
climas frios (Hoog et al. 2005). Membros do género foram relatadas no Artico e na Antartica
(Rosa et al. 2020), com 6timo crescimento geralmente abaixo de 20,0 °C (Wicklow & Malloch
1971). Hoog et al (2005) destacam o bom crescimento das espécies na faixa de 0 °C a 25,0 °C.
Isso pode apresentar uma vantagem competitiva em temperaturas mais baixas, impulsionado
pela adaptagdo a fatores ambientais (Quijada et al. 2022).

O isolado Thelebolus sp. SC29.P3 foi identificado quanto a morfologia e apresentou
hifas entrelagadas e ascos fechados caracteristico do género Thelebolus. Este dado foi
confirmado com o sequenciamento da regido ITS. As linhagens de referéncia para andlise

filogenética do género sdo listadas na Tabela 13.

Tabela 13. Isolado de Thelebolus sp. SC29.P3 (em negrito) da Geleira Collins e sequéncias utilizadas na analise
filogenética.

(Continua)
Gene Cepa Espécie ou grupo taxondomico Nimero de acesso. do Nimero de pb
P P grup Genbank das sequéncias
ITS SC29.P3 Thelebolus sp. OP603739 523
483
ITS CBS 113940 Thelebolus globosus NR 138367.1
ITS MUT 2357 Thelebolus balaustiformis NR 159056.1 531
G2-4-7
ITS Thelebolus microsporus LC514937.1 1089
ITS GR3-3-20-4 Thelebolus microcarpus LC515006.1 1100
ITS CBS 113938 Thelebolus ellipsoideus NR 160216.1 570
1441

ITS CBS 137501 Thelebolus sp. LN609269.1
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Tabela 13. Isolado de Thelebolus sp. SC29.P3 (em negrito) da Geleira Collins e sequéncias utilizadas na analise
filogenética.

(Conclusio)
Gene Cepa Espécie ou grupo taxonémico Numero de acesso. do Numero de pb
Genbank das sequéncias
ITS MUT 2359 NR 159057.1 527
Thelebolus spongiae
ITS CBS 195.68 Mucor circinelloides NR 126116.1 639

O isolado do presente estudo agrupou-se ao clado da espécie Thelebolus globosus (cepa:
CBS 113940). Apesar de apresentar uma homologia de 92% e uma diferenciacdo de 53
nucleotideos, outros genes sdo necessarios para confirmar a identificacdo a nivel de espécie

(Figura 15).

Figura 15. Morfologia colonial da linhagem Thelebolus sp. SC29.P3 em BDA (7 dias a 28 °C). B. Arvore filogenética construida
com bootstrap de 1000 repeti¢des utilizando-se o software MEGA e aplicando o método de maximum-likelihood com

sequéncias da regido ITS de espécies referéncia de Thelebolus.

100% Thelebolus balaustiformis (MUT 2357)
100% Thelebolus microsporus (G2-4-7)
100% Thelebolus microcarpus (GR3-3-20-4)
Thelebolus ellipsoideus (CBS 113938)
Thelebolus sp. (CBS 137501)
100% ﬂ Thelebolus sp. (SC29.P3)
92% Thelebolus globasus (CBS 113940) :l

Thelebolus spongiae (MUT 2359)
A - - B. Mucor circinelloides (CBS 195.68)

100%

As espécies T. globosus e T. ellipsoideus sao endémicas da Antartica e foram descritas
recentemente (Hoog et al. 2005). Ambas possuem ascomas fechados. Quijada et al. (2022)
sugerem a presenca de espécies com ascoma fechados como novas linhagens na Antartica.
Provavelmente, a evolugdo da espécie foi em resposta ao clima severo e perda de dispersdo por
aves ou mamiferos, uma vez que sua ocorréncia regular em fezes de animais sugere que o vetor
de dispersao desta espécie € consistente (Hoog et al. 2005). Além disso, o nimero de esporos
presentes em um asco tem representado uma caracteristica importante na distin¢do dos tdxons
dentro do género (Hoog et al. 2005).

Em seu estudo, Rodriguez et al. (2018) descreveram a producdo de metabolito

secundario pelo fungo Antartico 7. globosus. O fungo mostrou ser produtor de compostos



66

benzodiazepinicos, viridicatinas e policetideos. Além disso, varias espécies da familia
Thelebolaceae foram relatadas com potenciais valores biotecnoldgicos como produtoras de
proteinas anticongelantes (AFP), proteinas ligantes de gelo (IBP), alguns metabolitos
secundarios (Batista et al. 2020) e pigmentos do tipo carotenoides (especialmente pelo fungo
Thelebolus microsporus isolado da Antartica) (Singh et al. 2013).

Uma arvore de parcimonia contendo 7 espécies mais semelhantes ¢ apresentada na
Figura 15. A andlise filogenética apresentou 2 clados bem suportados. A espécie 7. spongiae
agrupou-se proximo ao clado do nosso isolado de estudo (7. globosus SC29.p3), tendo sido
recentemente isolada de esponja marinha por Bovio et al. (2018).

As espécies T. microsporus e T. balausiformes agruparam-se com 100% de homologia,
com quatro diferengas nucleotidicas. Thelebolus microsporus possui ampla distribuicao tanto
no continente Antartico, quanto em outros lugares, sendo sua dispersdo associada a fezes de
animais (Hoog et al. 2005). A espécie T. balaustiformis foi recentemente identificada de esponja

(Bovio et al. 2018) e em fragmentos de gelo na Antértica (De Menezes et al. 2020).

7.5 Pseudogymnoascus

Pseudogymnoascus ¢ conhecido como um fungo psicrofilico, sendo frequentemente
encontrado em ambientes frios, incluindo os de clima polar, alpino e regides temperadas (Rosa
et al. 2020). A taxonomia do género ¢ bastante complexa, sendo que a filogenia de Geomyces,
Pseudogymnoascus e outros géneros proximos foi recentemente reorganizada, incluindo a
transferéncia de trés espécies oriundas de outros géneros, sendo elas P. destructans
(anteriormente G. destructans), P. pannorum (anteriormente G. pannorum ), € P. carnis
(anteriormente Sporotrichum carnis) (Minnis e Lindner, 2013).

A partir do estudo de andlises filogenéticas baseadas em cinco marcadores génicos, ITS
(espagador transcrito interno), LSU (rDNA de subunidade nuclear maior), MCM7 (fator de
licenciamento de replicagdo de DNA), RPB2 (segunda maior subunidade de RNA polimerase
IT) e TEF1 (fator de alongamento de traducao EF-1a) e com base na morfologia, foram descritas
quatro novas espécies: P. antarcticus, P. australis, P. griseus e P. lanuginosus (Villanueva et
al. 2021).

Segundo Zhang et al. (2021), o género tem 23 espécies descritas até o momento: P.
alpinus, P. antarcticus, P. australis, P. appendiculatus, P. bhattii, P. carnis, P. catenatus, P.
caucasicus, P. destructans, P. fujianensis, P. griseus, P. guizhouensis, P. lanuginosus, P.

lindneri, P. palmeri, P. pannorum, P. roseus, P. shaanxiensis, P. sinensis, P. turneri, P.
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verrucosus, P. yunnanensis e P zhejiangensis. E possivel que varias outras aguardem serem
descritas (Minnis e Lindner, 2013).

Pseudogymnoascus esta incluso no filo Ascomycota, um dos mais abundantes descritos
na Antartica (Wentzel et al. 2019). O género apresenta distribui¢do ubiqua no continente (Shi
et al. 2021), ocorrendo em diversos substratos (Rosa et al., 2019), sendo a maioria dos trabalhos
concentrados na espécie Pseudogymnoascus destructans. Esta espécie € caracterizada como
patogénica, uma vez que ¢ considerada agente causador da sindrome do nariz branco (SNM)
que promoveu uma redu¢do de populagdes de morcegos em regides temperadas (Lorch et al.
2011). Pseudogymnoascus pannorum também tem relevancia devido a sua importancia clinica
(Villanueva et al. 2021).

Fungos de ambientes extremos provaram ser excelentes produtores de estruturas
quimicas incomuns que os tornam particularmente interessantes. As pesquisas sobre
metabolitos secundarios de fungos antarticos sdo relativamente mais escassas do que as de
outras regides (Shi et al. 2021). Apesar do aumento dos estudos micologicos, a diversidade
fingica na Antartica permanece pouco conhecida (Rosa et al. 2020).

Dada a relevancia do género em diversas areas de importincia socioecondmica,
detectamos uma rica diversidade de espécies de fungos do género Pseudogymnoascus, o que
reafirma a caracteristica psicrofilica e seus diferentes mecanismos de adaptagdo e colonizagdo
a ambientes extremos (Duarte et al. 2018).

A 1identificagdo foi realizada usando caracteristicas morfologicas e confirmadas pelo
sequenciamento das regides ITS do gene do DNA ribossomico. Os isolados fingicos foram
identificados quanto a morfologia e apresentaram caracteristicas inerentes ao género, como a
capacidade de produzir aleurioconidios e/ou artroconidios. Este dado foi confirmado com o
sequenciamento da regido ITS.

Para a construgdo da arvore filogenética, utilizamos as sequéncias dos isolados (Figura
16) para comparacdo com sequéncias inseridas no GenBank de 18 cepas do género
Pseudogymnoascus de tipo e/ou de referéncia. Seus numeros de acesso foram submetidos no

Genbank e estdo listados na Tabela 14.
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Figura 16. Morfologia colonial das linhagens de Pseudogymnoascus spp. em BDA (7 dias a 28 °C). A. SC04.P3; B. SC12.P3;
C. SC14.P3; D. SC25.P3; E. SC32.P3; F. ACF093.

Fonte: Autor (2022)

Tabela 14. Linhagens e sequéncias utilizadas na anélise filogenética de Pseudogymnoascus sp. Fungos obtidos da Geleira
Collins (em negrito) em comparagao com sequéncias de espécies de tipo ou referéncia depositadas no Genbank.

(Continua)
Gene Cepa Espécie ou grupo taxondomico Nimero de acesso do Nimero Ade .pb
Genbank das sequéncias
ITS SC04.P1 Pseudogymnoascus sp. 0OP603797 540
ITS SC12.P3 Pseudogymnoascus sp. 0OP603796 539
ITS SC14.P3 Pseudogymnoascus sp. OP603799 542
ITS SC25.P3 Pseudogymnoascus shaanxiensis OP603800 541
ITS SC32.P3 Pseudogymnoascus sp. OP603802 541
ITS ACF093 Pseudogymnoascus sp. OP603798 538
ITS UAMH 10509 Pseudogymnoascus appendiculatus NR 137875.1 499

ITS F09-T18-3 Pseudogymnoascus australis MN417287.1 527
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Tabela 14. Linhagens e sequéncias utilizadas na analise filogenética de Pseudogymnoascus sp. Fungos obtidos da Geleira
Collins (em negrito) em comparagdo com sequéncias de espécies de tipo ou referéncia depositadas no Genbank.

(Conclusao)

Nimero de acesso do

Numero de pb

Gene Cepa Espécie ou grupo taxonémico Genbank das sequéncias
ITS CBS 760.71 Pseudogymnoascus bhattii MH860337.1 489
ITS THEM 23291 Pseudogymnoascus carnis OW986845.1 582
ITS F09-T18-14 Pseudogymnoascus griseus MN417288.1 527
ITS F09-T18-3 Pseudogymnoascus australis MN417287.1 527
ITS LHUI121 Pseudogymnoascus turneri MN542213.1 522
ITS LHU 407 Pseudogymnoascus palmeri MT988150.1 556
ITS LHU158 Pseudogymnoascus lindneri MN542212.1 513
ITS 35 ITS1 Pseudogymnoascus pannorum OL334749.1 489
ITS MYA-4855 Pseudogymnoascus destructans NR 111838.1 525
ITS UAMH 10579 Pseudogymnoascus verrucosus NR 111197.1 507
ITS CBS 395.65 Pseudogymnoascus roseus NR 165894.1 489
ITS HSX2#-11 Pseudogymnoascus sp. MT367223.1 576
ITS HSX2#-11 Pseudogymnoascus sp. MT367223.1 576
ITS PF1464 Pseudogymnoascus sp. LC598725.1 548
ITS GZUIFR HZ5.7 Pseudogymnoascus shaanxiensis MT509366.1 542
ITS TY178 Pseudogymnoascus sinensis MT133941.1 496
ITS F09-T2-1 Pseudogymnoascus antarcticus JX845280.1 525
ITS CBS 195.68 Mucor circinelloides NR 126116.1 639

que a maioria dos isolados neste estudo, presentes no clado B, foram colocados em ramos

distintos, formando um clado separados de outras espécies (Figura 17).

A arvore filogenética apresentou seis clados bem sustentados. As filogenias indicaram
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Figura 17. Arvore filogenética construida com bootstrap de 1000 repeti¢des utilizando-se o software MEGA e aplicando o
método de maximum-likelihood com sequéncias da regido ITS de espécies referéncia de Pseudogymnoascus.

gsv_ﬂl: Pseudogymnoascus lanuginosus (MT367223.1)
9% Pseudogymnoascus sp. (HSX2#-11)

3% Pseudogymnoascus australis (F09-T18-3)

96% —— Pseudogymnoascus griseus (F09-T18-14) Slage.A

Pseudogymnoascus tumeri (LHU121)

99% 55% _|: Pseudogymnoascus lindneri (LHU158)
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Pseudogymnoascus sp. (ACF093)

94% 99%

Pseudogymnoascus sp. (SC12.P3) Clado B

ag9, { Pseudogymnoascus shaanxiensis (SC25.P3)
99% 9% Pseudogymnoascus shaanxiensis (GZUIFR HZ5.7)
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Clado E

O clado A ¢é composto por sete taxons. As espécies P. lindneri e P. turneri, descritas a
partir de amostras de sedimentos de uma mina e tinel ferroviario, respectivamente (Crous et al.
2019), apresentaram inferéncia filogenética, agrupando-se proximas. Ambas espécies possuem
conidios globosos e obovdides (Crous et al. 2020).

As espécies P. australis, P. lanuginosus e P. griseus isoladas de amostras de esponjas
da Antartica por Villanueva et al. (2021), agruparam-se a0 mesmo clado. Assim como as
espécies anteriormente mencionadas, P. antarcticus, também isolada de esponja na Antartica e
descrita por Villanueva et al. (2021), foi agrupada préoximo ao clado B, formando uma linhagem
independente e bem sustentada. Os resultados obtidos em nossa analise filogenética estdo de
acordo com o descrito na literatura.

O clado B ¢ composto por cinco taxons, ao qual estdo presentes a maioria dos nossos
isolados (SC04.P3, ACF093, SC12.P3 e SC25.P3). Os isolados agruparam-se em ramos
distintos, formando clados separados de outras espécies. SC04.P3, SC12.P3 E SC25.P3 foram
isolados do mesmo ponto de coleta de solo da Geleira Collins (face sudeste), enquanto o isolado

ACF093 foi obtido da Geleira Collins (face oeste). Isso pode inferir que diferentes locais podem
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abrigar espécies similares. Em relagdo as caracteristicas ecologicas, todos os membros atuais
do clado B foram isolados de amostras de solos de diferentes origens.

O isolado SC25.P3 apresentou homologia de 99% com a espécie P. shaanxiensis (cepa:
GZUIFR HZ5.7) com apenas quatro diferencas nucleotidicas. Esta espécie foi descrita
recentemente na China. Morfologicamente, P. shaanxiensis assemelha-se a P. appendiculatus
e P. verrucosos devido aos conidios piriformes (Zhang et al. 2020). No entanto, ndo héa relatos
na literatura sobre a presenca da espécie no continente, o que sugere ampla capacidade de
dispersdo/coloniza¢do. Vale ressaltar que nosso estudo representa o primeiro registro de P.
shaanxiensis na Antartica.

Assim como no estudo de Villanueva et al. (2021), onde descreveram quatro novas
espécies do género Pseudogymnoascus na Antértica, seus isolados agruparam-se em ramos
distintos, apresentando similaridades apenas com a espécie P. shaanxiensis, sugerindo que
nosso estudo pode apresentar uma dominancia de fungos possivelmente ndo descritos.

Além disso, os respectivos isolados no nosso estudo SC04, ACF093 e¢ SC12.P3,
produtores de pigmentos, ficaram proximos a espécie do clado A, representado por
Pseudogymnoascus sp. (LC598725.1). Esta espécie, como anteriormente mencionado, produz
metabolitos secundarios abundantes e diversos.

O clado C, por sua vez, ¢ composto por seis taxons. A maioria das espécies presentes
nesse clado aparecem em ramos distintos. O isolado SC32.P3 agrupou-se proximo a P.
pannorum (cepa: 35 ITS1). Esta espécie cresce tanto em faixas de temperatura psicrofilicas
quanto mesofilicas, e raramente causa doengas humanas e caninas (Chatuverdi et al. 2018).
Pseudogymnoascus pannorum tem sido amplamente relatado na Antartica (Misiak M et al.
2020). Em seu estudo, Misiak et al. 2020, destacaram a presenga de enzimas extracelulares
produzidas pelo isolado antartico P. pannorum, como a celulase e a quitinase. O isolado de
estudo apresenta produgdo de pigmento em meio extracelular. Porém, at¢ o momento, nao ha
relatos na literatura sobre a producdo de pigmentos pela espécie P. pannorum.

As espécies P. destructans e P. verrucosus agruparam-se no mesmo clado, porém em
ramos distintos. J& P. palmeri e P. roseus apresentaram similaridade de 88%. Diante disso, o
clado C abriga um grupo diversificado de Pseudogymnoascus que inclui fungos degradadores
de madeira, fungos de solo e fungos associados a esponjas marinhas (Rice e Currah 2006 e
Villanueva et. al 2021).

O clado D apresenta dois taxons, sendo que o isolado SC14.P3 apresentou uma

similaridade de 91% com a espécie P. sinensis (cepa: TY178) com 45 diferencas nucleotidicas.
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A espécie foi descrita recentemente na China (Zhang et al. 2020), corroborando mais uma vez
com a ampla distribui¢do geografica e adaptacao deste género.

Por fim, o clado E, composto por dois taxons, P. carnis € P. appendiculatus, que se
agruparam com 91% de homologia. A espécie P. appendiculatus, isolada da Antartica, foi
descrita como produtora de metabolitos com alta atividade herbicida. O estudo parece ser o
primeiro relato sobre a espécie isolada de ambientes extremos capazes de produzir compostos
bioativos (Ogaki et al. 2020). Pseudogymnoascus carnis foi encontrada associada a deterioragao
de carne (Brooks e Hansford, 1923). O estudo de Minnis e Lindner (2013) destacaque ambas as
espécies se agruparam no mesmo clado e apresentaram-se como sindnimas, porém sao
necessarios mais dados moleculares de isolados destas espécies para confirmar este
posicionamento filogenético.

A espécie P. bhattii aparece como um ramo distinto e independente de outras espécies
de Pseudogymnoascus. Esta espécie foi descrita por Samson (1972) com base em caracteristicas
morfologicas. No entanto, em seu estudo, Zhang et al. (2020) sugerem, baseados que em
analises filogenéticas contendo dados de Thelebolaceae (ITS e LSU), que a espécie P. bhattii
estava intimamente relacionada com Gymnostellatospora, separada de Pseudogymnoascus,
portanto, o nomearam G. bhattii. Diante disso, os nossos resultados confirmam e corroboram
com o estudo de Zhang et al. (2020).

A adaptagdo e colonizagdo do género Pseudogymnoascus a diversos ambientes foi
reportada por diversos estudos na literatura, corroborando com os dados deste estudo. Mais
pesquisas sdao necessarias para obter uma visdo completa da taxonomia do género. Nesse
contexto, nossos resultados sugerem que os ambientes antarticos podem constituir importantes
reservatorios para novas espécies de Pseudogymnoascus sp. de origem Antartica com potencial

biotecnoldgico.

7.6 Leveduras
No presente estudo obteve-se um total de trés leveduras pigmentadas. Os isolados foram

agrupados por caracteristicas morfologicas, como aspecto opaco/brilhante da colonia. Dos 3
isolados, um foi da face oeste (ACL092) e dois da face sudeste (SCOSL.P3 ¢ SC35L.P3).
Posteriormente, os isolados foram identificados por micromorfologia pela técnica de coloragao
de Gram, para confirmar a presenca dos blastoconidios (Figura 18). Os isolados foram

identificados morfologicamente como pertencentes ao género Rhodotorula.
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Figura 18. Isolados leveduriformes produtores de pigmentos (A. ACL092; B. SCO5L.P3; C. SC351.P3).

Fonte: Autor (2022)

Rhodotorula é um género de leveduras unicelulares pertencentes ao filo Basidiomycota
(Coutinho et al. 2022). O género ¢ conhecido por apresentar produgao de pigmento intracelular
de cor rosa (Touchette D et al. 2022). Possui distribuicdo ubiqua, podendo -crescer
abundantemente em ambientes extremos (Touchette D et al. 2022) por ter alta capacidade de
resistir a desidratagdo (Coutinho et al. 2022). Varias espécies adaptadas ao frio, incluindo R.
aurantiaca, R. psychrophila, R. psychrophenolica, R. glacialis e R. himalayensis ja foram
descritas na literatura (Touchette D et al. 2022).

A espécie R. mucilaginosa esta presente em diferentes habitats e substratos, incluindo
ambientes frios e extremos. Na Antartica, R. mucilaginosa é comumente isolada de substratos
terrestres e marinhos (Rosa et al. 2019).

Santiago et al. (2015) destacaram que as espécies Rhodotorula laryngis € Rhodotorula

mucilaginosa foram capazes de resistir a intensidades maiores que 900J/m?de radiagdo UVC e
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mais que 30 minutos de exposicado a radiacdo UV ambiental, respectivamente. Mais
recentemente, Touchette D et al. (2022) isolaram a suposta nova cepa psicrotolerante
Rhodotorula JG1b de solo de permafrost, a qual foi capaz de crescer em temperaturas de -10,0
°C e tolerou até 15% de NaCl e 12% de perclorato.

Além disso, estudos tém relatado que o uso de carotenoides pela espécie de R.
mucilaginosa com capacidade de produzir antioxidantes, antibacterianos, antibiofilme nao sao
citotoxicos, surgindo como uma excelente alternativa para a descoberta de novos produtos com
aplicagdes biotecnologicas (Coutinho et al. 2022).

No entanto, experimentos adicionais sao necessarios para confirmar com efetividade o
género/espécie das leveduras. Para isso, € necessario sequenciar as regides de interesse

utilizando primers, como o espacador transcrito interno-ITS.
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7.7 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que o solo da Geleira Collins na Antartica possui uma rica
diversidade de géneros fungicos, como substratos promissores para caracterizagdo de novas
espécies, como Pseudogymnoascus shaanxiensis ¢ Talaromyces cnidii relatadas aqui pela
primeira vez no continente.

A Geleira Collins demonstrou ser dominada por espécies psicrofilicas do género
Pseudogymnoascus endémicas e cosmopolitas, com perspectiva para a descricdo de novas
espécies adicionais pertencentes ao género. Foi descoberta uma comunidade fungica rica e
diversificada, com um total de oito géneros, incluindo espécies ndo relatadas antes na geleira
de estudo. Além disso, esta comunidade foi dominada por tixons do género
Pseudogymnoascus, entre elas, quatro espécies relatadas como produtoras de pigmentos em
meio extracelular, com capacidade de produzir substincias bioativas, que podem representar
vias genéticas e bioquimicas Unicas, capazes de gerar novos metabdlitos secunddrios com
diversas aplicagdes biotecnologicas.

Os resultados do estudo poderdo auxiliar sobre a taxonomia, distribui¢ao e colonizago
de diversos géneros fungicos e suas adaptacdes a condigdes extremas. Além disso, os resultados
também proporcionam possiveis indicagdes de novas espécies presentes no continente
Antartico. No entanto, mais estudos utilizando técnicas de genoma completo e desreplicagdo
quimica serdo necessarios para determinar o numero de diferengas moleculares dessas espécies,

identificar e caracterizar seus compostos bioativos.
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8 CAPITULO 3: PRODUCAO DE PIGMENTOS POR FUNGOS ANTARTICOS
8.1 RESUMO

Devido a globalizagdo e preocupagdo da populacao com a satude, a busca por pigmentos de
fontes naturais tem aumentado cada vez mais, uma vez que pigmentos sintéticos tém sido
associados com graves riscos a saude. Assim, pigmentos produzidos por microrganismos,
especialmente fungos, sdo fontes potenciais de pigmentos naturais. Além disso, esses pigmentos
adicionam recursos extras como atividade antioxidante, antimicrobiana, antiparasitaria e
antitumoral. Com o passar dos anos, a resisténcia aos antimicrobianos se tornou um dos maiores
problemas para satde publica, por isso muitos estudos se esforcam na busca por novas
alternativas de tratamento para infecgdes causadas por microrganismos resistentes. Fungos de
ambientes frios tem se mostrado como uma abordagem promissora na busca de biomoléculas
com potencial antimicrobiano. Diante disso, o objetivo deste capitulo foi avaliar a produgdo e
caracterizacdo dos pigmentos quanto o seu perfil de absorbancia e testar a atividade
antimicrobiana de pigmentos naturais a partir de seis linhagens fungicas adaptadas ao frio de
Curvularia sp. (1 isolado), Talaromyces sp. (1 isolado) e Pseudogymnoascus sp. (4 isolados).
Os fungos de estudo produziram pigmentos em meio solido de arroz em frascos Roux a 15,0
°C durante 14 dias. Apds a producao, as extragoes dos pigmentos foram realizadas utilizando
trés solventes: metanol, dgua e acetato de etila. Tais pigmentos foram parcialmente
caracterizados por meio de UV/vis, como pertencentes a classe das melaninas, carotenoides e
policetideos (azafilona e naftoquinona). Posteriormente, foi realizada uma triagem da atividade
antimicrobiana pelo método de bloco de difusdo em agar, a qual demonstrou que o pigmento
extraido em acetato de etila pelos isolados do género Pseudogymnoascus sp.: SC04.P3,
SC12.P3, SC32.P3 e ACF093 exibiram halo de inibi¢ao para pelo menos uma das cepas padriao
testadas, a bactéria Gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC 6538).

Palavras chave: Antartica; pigmentos; Pseudogymnoascus; Talaromyces.
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8.2 INTRODUCAO

Pigmentos naturais sdo provenientes de diversas fontes como plantas, insetos, minerais
e microrganismos. Dentre os microrganismos, os fungos filamentosos apresentam-se como os
produtores mais eficientes (Sharid et al. 2013). Com o aumento dos problemas relacionados aos
corantes sintéticos, os produtos provindos de fonte naturais e sustentavel vém ganhando
destaque devido aos beneficios como: fonte renovavel, de baixo impacto ambiental e alta
capacidade para biodegradagao (Sharid et al. 2013).

Os fungos adaptados ao frio estdo ganhando cada vez mais reconhecimento devido ao
seu significado ecologico e biotecnologico. Esses fungos apresentam compostos de aplicagdes
comerciais em diferentes industrias, como téxtil, alimenticia e farmacéutica (Mitrovic et al.
2011). Eles também possuem propriedades bioloégicas como anticancerigenas, antioxidantes,
anti-inflamatoria, antimicrobianas e anti-parasitarias (Kumaresan et al. 2008).

Os pigmentos sdo geralmente produzidos no citoplasma da célula como resposta a
condi¢des ambientais adversas (Pagano e Dhar 2015), como radiacdo UV, ciclos de
congelamento e degelo, escassez de dgua e nutrientes (Fell et al., 2006; Gongalves et al., 2012),
condi¢des essas presentes no continente Antartico. Diferentes pigmentos (carotenoides,
melanina, cantaxantina e astaxantina) ajudam a melhorar a sobrevivéncia dos fungos e tendem
a se acumular em resposta ao estresse ambiental (Bhosale 2004). Além disso, fungos
pigmentados podem tolerar altas incidéncias de radiagdo UV melhor do que fungos nao
pigmentados (Pulschen et al. 2015; Kreusch e Duarte, 2021).

A regido da Antartica, sendo um dos pontos mais frios do planeta, além de ter condigdes
climaticas extremas, oferece um enorme potencial para o isolamento de uma microbiota Unica
com ricas aplicagdes biotecnoldgicas (Rosa et al. 2019). Sendo assim, fungos antarticos
produtores de pigmentos ja foram descritos por produzirem melaninas (Pacelli et. al 2017),
carotenoides (Singh et al. 2014; Trochine et al. 2017), como ¢ o caso de Geomyces sp.WNF-
15%, produtor de pigmento vermelho-ptrpura (Wang et al. 2013), e o endémico Antarctomyces
pellizariae, com pigmento intracelular azul (De Menezes et al. 2017).

O filo Ascomycota, 0 mais representativo no continente antartico, tem um grande
potencial para produzir pigmentos que podem ser utilizados como alternativa aos pigmentos
sintéticos (Shi et al. 2021). Os fungos filamentosos produtores de pigmentos mais estudados
pertencem aos géneros Talaromyces, Trichoderma, Aspergillus, Fusarium, Monascus,
Neurospora e Penicillium (Dufosse et al. 2014; Gmoser et al. 2017). O género Monascus, apesar

de produzir varios tipos de pigmentos (vermelho: monascorubina, monascorubramina e
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rubropunctamina, amarelo: ankaflavina e xantomonascina e laranja: Rubropunctatina)
(Pattanagul P. et al. 2008), produz uma micotoxina (citrinina) potencialmente cancerigena
(Liang et al. 2018). Com isso, ha o aumento no interesse dos cientistas para a exploragao de
novas espécies de fungos com potencial para produzir pigmentos naturais seguros.

Viarios relatos de espécies de Pseudogymnoascus foram descritos indicando a
potencialidade das espécies em produzir compostos com bioatividades (Shi et al. 2021), como
por exemplo solubilizacao de fosfato, biodegradagao, producao de enzimas e pigmentos(Pandey
et al. 2008, 2016). A diversidade de fungos psicrotolerantes tem sido explorada ao longo do
tempo, novas espécies de Pseudogymnoascus isoladas do continente Antartico foramdescritas
recentemente por Villanueva et al. (2021). No entanto, poucos estudos foram feitos sobre os
metabolitos secundérios do género mostrando atividades antimicrobianas (Shi et al. 2021).
Diante disso, considerando o potencial dos microrganismos antarticos, espécies de
Pseudogymnoascus vém sendo cada vez mais estudados para a obtencdo de pigmentos naturais
e outros produtos com usos biotecnoldgicos.

Sendo assim, o objetivo deste estudo buscou-se realizar uma triagem com trés géneros
de fungos filamentosos psicrotolerantes produtores de pigmentos: Curvularia, Talaromyces e
Pseudogymnoascus, com foco na extracdo, caracterizagdo dos pigmentos e analise da
bioatividade dos pigmentos, avaliando sua atividade antimicrobiana contra patdogenos de

interesse clinico.
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8.3 MATERIAL E METODOS

8.3.1 Fungos e meio de cultivo

Os fungos pigmentados incluidos neste estudo pertencem aos géneros Curvularia (1),
Talaromyces (1) e Pseudogymnoascus (4). Os isolados foram adquiridos de amostras de solo
de degelo da Geleira Collins, na Antartica. O processo de isolamento e reativagao dos isolados
estd descrito no Capitulo II desta dissertagao.

Os fungos foram cultivados em placas de Petri contendo meio BDA. Apo6s o cultivo por
7 a 14 dias de incubagdo a 15,0 °C, as cepas foram selecionadas de acordo com o tamanho,
forma e cor das colonias. Os isolados flingicos que apresentaram producdo de pigmentos em
meio extracelular foram purificados e selecionados para as etapas posteriores. Sendo assim, as

culturas puras foram armazenadas em ultrafreezer a -80,0 °C.

8.3.2 Triagem morfologica dos fungos pigmentados

Os fungos foram cultivados em placas de Petri contendo meio BDA por 7 a 14 dias de
incubagdo a 15,0 °C. Apos isso, a triagem morfologica foi realizada com um total de 61 isolados
de fungos filamentosos e observada a produgdo de pigmento em meio extracelular. Dentre estes,
seis mostram-se produtores de pigmentos. A maioria dos fungos que produzem pigmentos
extracelulares sdo adequados para aplicagdes industriais, pois tais pigmentos sao mais
facilmente recuperados (Velmurugan et al. 2010; Venil et al. 2020). Diante disso, os isolados

foram analisados e classificados quanto a forma e a coloragao.

8.3.3 Cultivo submerso

Estudou-se as estratégias de produgdo dos pigmentos e a fim de obter-se a producao do
pigmento em meio liquido. O objetivo deste estudo foi relacionar as suas alteragdes
morfoldgicas com a formacdo de altas e baixas concentragdes de pigmentos. Desta forma,
tomaram-se as amostras em frascos tipo Erlenmeyer, contendo 50 mL de caldo Sabouraud (pH
5,0). Utilizando um perfurador de Smm foram feitos 3 discos dos fungos filamentosos e
incubados sob as mesmas condig¢des de agitacao (150 rpm) e temperatura (15,0 °C) em agitador
tipo shaker por 7 dias. Com a observagao do pigmento ao meio, foi realizada a filtragdo em um
funil de separacgdo, utilizando gaze e algoddo, ambos estéreis, para a remo¢ao do micélio

fingico.
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8.3.4 Cultivo em estado sdlido

O cultivo dos fungos para producao de pigmentos foi realizado em suporte de arroz. Os
ensaios para o cultivo em estado sélido foram realizados em frascos tipo Roux de 500 mL
contendo 200 g de arroz organico cozido e 200 mL de dgua destilada. Os frascos foram
submetidos a esterilizagdo em autoclave a 121,0 °C por 30 min (Da silva V.L et al. 2021). Apds
resfriamento, utilizando um perfurador, foram retirados 5 discos de 5Smm da colonia de cada

fungo que foram inseridos nos frascos contendo o meio de cultura esterilizado e incubados por

14 dias a 15,0 °C.

8.3.5 Extragdo dos pigmentos do meio de cultivo solido

Para as etapas de extragdo dos pigmentos e testes posteriores, optou-se por utilizar
apenas os extratos do meio solido de arroz, por ter uma maior concentracdo do pigmento ao
meio e para ter uma comparagdo com todos os pigmentos fliingicos no mesmo substrato. Além
disso, o meio de arroz € rico em amido que ¢ facilmente degradado pelos fungos sem presenga
de lignina (Okamoto k et al. 2011), que pode interferir negativamente no processo de producao
do pigmento.

A extragdo foi realizada com os solventes metanol, 4gua e acetato de etila (Hagerthey,
S. et al. 2006). O meio cultivado (arroz cultivado juntamente com os fungos) foi macerado com
os respectivos solventes mencionados (100 mL) e deixado em repouso por 2 horas em
temperatura ambiente. Na sequéncia, o extrato foi filtrado em funil com auxilio de gaze e

algodao (estéreis).

8.3.6 Avaliagdo do Perfil de Absorbancia dos Pigmentos

Os pigmentos diluidos em diferentes solventes, como metanol, 4gua e acetato de etila
foram submetidos aos ensaios de varredura da absorbancia em espectrofotdmetro marca
MultiSpec-1501. A leitura se deu entre 400 nm e 700 nm (espectro de luz visivel) (Valenzuela,
G. etal. 2021). A calibragdo do equipamento se deu com a solucdo branco para zerar, utilizando

apenas os respectivos solventes anteriormente mencionados.
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8.3.7 Produgdo do extrato para teste antimicrobiano

Os extratos com os respectivos solventes (acetato de etila e metanol) foram colocados
em capela de exaustdo por 48h, nos quais o liquido (solvente) foi transformado em produto
seco. Para o teste antimicrobiano, foram utilizados os extratos dos pigmentos seco obtido no
processo de secagem ¢ em seguida adicionado 1 mL do solvente organicoDimetilsulfoxido

(DMSO) (Vinken M et al. 2017) com concentracdo de 0,1%.
8.3.8 Avaliagdo da atividade antimicrobiana por bloco de difusdo em agar

Testaram-se as linhagens Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC
25922), Candida albicans ATCC 10231, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, cedidas
gentilmente pela Prof. Fabienne Ferreira, do Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana
(GeMBac) da UFSC.

Para o preparo do indculo as linhagens foram crescidas em Agar Mueller-Hinton
(KASVI) a 37,0 °C por 24h e entdo uma suspensdo celular com uma concentracdo aproximada
de 1,5x10® UFC/mL foi obtida com solugdo salina estéril (NaCl 0,85% m/v), de acordo com a
escala 0,5 de McFarland (CLSI, 2018). Em seguida, cada in6culo foi inoculado em placas
contendo Agar Mueller-Hinton através de um swab estéril. Cada placa continha, previamente,
pogos de 6 mm de didmetro. Em seguida, 70 pL de cada cultivo fingico do extrato do pigmento
foi aplicado no poco. O controle positivo utilizado foi 70 pL de clorexidina 0,2% (p/v) no pogo,
e o controle negativo foi a adi¢do de 70 uL. de DMSO 1% (p/v), usado para diluir o extrato seco.
Para cada amostra foi realizada uma replicata técnica e o teste foi repetido duas vezes nas
mesmas condi¢des para replicacdo biologica dos resultados. As placas foram entdo incubadas
por 24h a 37,0 °C (CLSI, 2018). O resultado foi considerado positivo quando observada

presenca de halo de inibicao ao redor dos pogos.
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8.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
8.4.1 Triagem dos géneros fungicos pigmentados

Os resultados da triagem dos fungos filamentosos com sua identificagdo molecular e o
perfil de absorbancia dos pigmentos estdao apresentados na Tabela 15. Apos o periodo proposto

de incubacgdo das amostras (7 a 14 dias), foi possivel observar que seis isolados apresentaram

potencial para produzir pigmentos em meio extracelular, como observado na figura 19.

Tabela 15. Perfil de coloragdo ¢ absorbancia dos isolados produtores de pigmentos da Geleira Collins.

Perfil de absorbéincia

Isolado Identificacdo molecular Cor
(nm)
SCUVO07.P1 Curvularia sp. Marrom/preto 488
SC34.P3 Talaromyces sp. Vermelho/laranja 495
SC12.P3 Pseudogymnoascus sp. Rosa/violeta 540
SC32.P3 Pseudogymnoascus sp. Rosa/violeta 540
SC04.P3 Pseudogymnoascus sp. Amarelo 400
ACF093 Pseudogymnoascus sp. Rosa/violeta 540

Figura 19. Selecdo dos isolados produtores de pigmentos da Geleira Collins. A. Curvularia sp. (SCUVO07.P1); B.
Talaromyces sp. (SC34.P3); C. Pseudogymnoascus sp. (SC04.P3); D. Pseudogymnoascus sp. (SC12.P3); E.
Pseudogymnoascus sp. (SC32.P3); F. Pseudogymnoascus sp. (ACF093).

Fonte: Autor (2022)

Os bioprocessos conduzidos neste estudo foram em cultivo submerso e cultivo em
estado solido. O cultivo em estado s6lido compreende o crescimento microbiano e a formagao

de produtos em menores valores de agua livre (Lin 1973). Este processo possui algumas
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vantagens em relacdo ao cultivo submerso como a elevada producao, baixos custos de operacao
e de investimento, além da simplificacao dos processos de recuperagao do produto de interesse
(Miyashira et al. 2003).

Uma das condic¢des para o sucesso do cultivo € a utilizagdo de baixa umidade inicial no
substrato, reduzindo o risco de contaminagao (Juzlova, Martinkova e Kren, 1996). Além disso,
Lin (1973) demonstrou que a producao de pigmentos em cultura submersa foi muito menor do
que quando comparado com o cultivo em estado solido (10%). Esses dados corroboram com os
cultivos feitos com fungos da Antartica, no qual apenas um isolado de Curvularia sp.
SCUVO07.P1 e um isolado de Talaromyces sp. SC34.P3 conseguiram apresentar producao de

pigmento em cultivo submerso nas condi¢des testadas (Figura 20).

Figura 20. Isolados produtores de pigmentos em caldo Sabouraud. A: Curvularia sp. (SCUVO07.P1); B:
Talaromyces sp. (SC34.P3) em shaker a 150 rpm, apds 7 dias a 15,0 °C.

Fonte: Autor (2022)

Desta forma, optou-se por utilizar o cultivo em estado solido para as etapas posteriores
de producao e extracdo, a fim de comparar a otimizacao de pigmentos com todos os fungos em
um mesmo substrato (Figura 21). Além disso, a fim de reduzir custos no desenvolvimento de
bioprocessos, substratos de baixo custo e com auséncia de substancias inibidoras, como o arroz,

sao preferiveis (Da Silva VL et al. 2021).
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Figura 21. Isolados produtores de pigmentos em meio s6lido contendo arroz ap6s 2 dias de cultivo (A) e apos 14
dias de cultivo (B) a 15,0 °C.

B) " sc12.p3  $C32.P3 SC04.P3 SC34.P3 ACF093 SCUVO07.P1

Fonte: Autor (2022)

8.4.2 Extragdo dos pigmentos com diferentes solventes

A extragdo do pigmento ¢ feita por diferengas na composicdo das paredes celulares e na
polaridade do pigmento (Wright et al. 1997). A escolha do solvente deve ser feita para ndo
interferir em sua estrutura, observando a capacidade do pigmento ser dissolvido e extraido
(Nwoba et al. 2020). A estrutura quimica ¢ um parametro chave relacionado ao método de
extracdo de pigmentos, afetando também sua solubilidade tanto em agua quanto em solventes
organicos (Kantifedakia A et al. 2018). A verificagdo da solubilidade dos pigmentos em
solvente polar foi realizada em agua. O extrato aquoso dos pigmentos pode ser observado na

Figura 22.
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Figura 22. Extracdo aquosa dos pigmentos produzidos por Pseudogymnoascus sp. SC12.P3; Pseudogymnoascus
sp. SC32.P3; Talaromyces cnidii SC34.P3; Pseudogymnoascus sp. SC04.P3; Pseudogymnoascus sp. ACF093 e
Curvularia affinis SCUV07.P1, respectivamente.

Fonte: Autor (2022)

A maioria dos fungos produz pigmentos extracelulares que sao soltiveis em agua, ideais
para aplicacdes em diferentes industrias (Velmurugan et al. 2010; Venil et al. 2020). Por outro
lado, compostos pigmentados intracelulares e insoliveis em &4gua requerem extragdo
convencional com solventes organicos (Hu et al. 2012).

O uso de solventes organicos ¢ uma opg¢do simples, facil e viavel para extragdo de
pigmentos (Rammuni et al. 2018). Em comparagdo com outros métodos, a extragdo de
pigmentos com solventes organicos frequentemente atinge resultados eficientes ao ponto de ser
destinados para grandes processos industriais (Cerdngarcia et al. 2018). Estudos relatam varias
metodologias para extracao de pigmentos baseadas na utilizagdo de solventes organicos como
etanol e/ou metanol (Kantifedakia A et al 2018). Carvalho et al. (2005) relataram que o etanol
tem desempenho quase igual ao metanol em termos de eficiéncia/pureza de extragdo do
pigmento.

O rendimento do pigmento depende de como o solvente € capaz de recuperar compostos
cuja sua polaridade ¢ similar (Almeida et al. 2012). Neste estudo, os pigmentos dos seis isolados
apresentaram comportamentos diferentes. Os testes de estabilidade mostraram que o isolado 7.
cnidii SC34.P3 apresentou afinidade com solvente de polaridade maior, como extrato
metanodlico. O metanol € um solvente no qual carotenoides apresentaram maior estabilidade
(Rivera et al. 2012).

Os isolados de C. affinis SCUVO07.P1 e os de Pseudogymnoascus sp. SC04.P3, SC12.P3,
SC32.P3 e ACF093 apresentaram natureza de extracao similar para os trés solventes analisados
(metanol, agua e acetato de etila). Os pigmentos produzidos por Pseudogymnoascus sp.

derivados de policetideos apresentaram maior estabilidade em agua e foram menos afetados
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negativamente. Pigmentos policetideos do filo Ascomycota tém sido relatados com atividade
antioxidante semelhante ao corante natural curcumina, produzindo pigmento amarelo solivel
em agua pelo fungo Epicoccum nigrum (Mapari et al. 2010).

Apo6s andlise dos pigmentos, os solventes organicos metanol e acetato de etila foram
selecionados para este estudo, para verificar o efeito do solvente na extragdo sélido-liquido dos
pigmentos produzidos pelos fungos aqui estudados. Para todos os experimentos de extracao e
procedimentos analiticos, foram usados solventes com pureza acima de 96% (Merck®,

Alemanha).

8.4.3 Extragdo, caracterizagdo e identificagdo dos pigmentos

Para a caracterizagdo dos pigmentos dos isolados, os extratos contendo os pigmentos
(conforme descritos anteriormente) foram analisados por UV-vis para identificar as moléculas
de ligacdo. O extrato de metanol foi selecionado para avaliar o perfil de absorbancia dos

pigmentos.

8.4.4 Curvularia affinis SCUV07.P1
O fungo C. affinis SCUVO07.P1 produtor de pigmento preto/marrom em meio
extracelular foi cultivado em placa com meio BDA a 15,0 °C (Figura 22). A extragdo do

pigmento com os solventes: metanol, 4gua e acetato de etila pode ser observada na figura 23.

Figura 23. Fungo produtor de pigmento em meio extracelular pelo isolado fungico C. affinis SCUVO07.P1 (A:
frente; B: verso).

Fonte: Autor (2022)
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Figura 24, Extragdo do isolado C. affinis SCUV07.P1 em solventes (metanol, 4gua e acetato de etila, respectivamente).
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Fonte: Autor (2022)

Apds a extragdo com os trés solventes, os pigmentos apresentaram a mesma
caracteristica, ndo sendo possivel visualizar o pigmento preto/marrom do meio de cultivo
extracelular (Figura 24). A verificacdo da mudanca colorimétrica deve-se pela melanina ser
insolivel em 4gua e solventes organicos (Guo et al. 2014). Apesar disso, a parte separada dos
solventes foi submetida a varredura em um espectrofotometro UV-vis e o lambda max (Amax)
caracteristico do pigmento foi registrado (Figura 25). O pigmento inicial visto apresenta pico
de absorbancia em metanol na faixa de luz visivel em 488 nm, correspondendo ao perfil

caracteristico descrito em literatura como pigmento do tipo melanina.

Figura 25, Perfil de absorbancia do pigmento em metanol do isolado C. affinis SCUVO07.P1.
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Fonte: Autor (2022)
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As melaninas s3o um grupo de pigmentos naturais complexos, sendo encontradas em
todos os grupos bioldgicos e caracterizadas pela coloragao preto-marrom (Zhang w. et al. 2020).
Nos ultimos anos, ha um crescente interesse no estudo do pigmento melanina e seus derivados
para o desenvolvimento de produtos na area médica, industrial, alimenticia e cosmética
(Ghattavi, K. et al. 2022). A melanina desempenha um papel importante no desenvolvimento
de produtos benéficos com atividade antioxidantes, anti-inflamatérios, imunomoduladores,
radioprotetores e gastrointestinais (Ghattavi, K. et al. 2022).

O isolado de estudo C. affinis SCUV07.P1 apresenta producdo de pigmento em meio
extracelular, facilitando o processo de extragdo, pois a melanina encontra-se presente fora da
célula fingica, diferente da melanina contida na parede celular, o que dificulta a extracdo (Liu
R et al. 2022).

Os fungos antarticos vém sendo descritos como potentes produtores de melanina como
resposta as condigdes ambientais extremas, sendo envolvidos principalmente na protegdo contra
alta radiacdo UV, dessecacdo, salinidade e oxidagao (Pacelli C et al. 2020). Além disso, varios
estudos reportam a diversidade do pigmento encontrado no continente Antartico por diversos
géneros fungicos (Rosa et al. 2019), com capacidade de sobrevivéncia a altos niveis de radiagdo

por espécies melanizadas (Pacelli C et al. 2020).

8.4.5 Talaromyces cnidii SC34.P3
O fungo T. cnidii SC34.P3 produtor de pigmento vermelho/alaranjado em meio
extracelular foi cultivado em placa com meio BDA a 15,0 °C (Figura 26). A caracteristica dos

extratos em diferentes solventes pode ser observada na Figura 27.

Figura 26. Fungo produtor de pigmento em meio extracelular pelo isolado fingico T. cnidii SC34.P3 em meio
BDA (A: frente; B: verso).

Fonte: Autor (2022)
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Figura 27. Extraggo do isolado 7. cnidii SC34.P3 em solventes (metanol, agua e acetato de etila, respectivamente).

Fonte: Autor (2022)

Embora os trés solventes tenham possibilitado a extragdo de pigmento, os solventes

metanol e acetato de etila conseguiram obter maior concentragdo de pigmento (Figura 27),

entdo, considerados os mais adequados para fins de extragdo. A varredura sob espectroscopia

UV-vis resultou em um pico de absor¢ao principal do extrato em metanol a 495 nm. Uma visao

geral do perfil do pico de absorbancia do pigmento em metanol ¢ mostrada na Figura 28.

Figura 28. Perfil de absorbancia do pigmento em metanol do isolado 7. cnidii SC34.P3.
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Pandey et al. (2018) demonstraram que o pigmento vermelho/alaranjado produzido por
fungo do género Penicillium também resultou em um pico de absorcao principal em 495 nm,
sendo um candidato promissor para a produ¢ao de carotenoides que mostraram atividade contra
bactérias e actinobactérias. Os carotenoides sd3o comumente encontrados nos pigmentos
amarelo, laranja ou vermelho e sdo classificados como compostos antioxidantes (KX Ye et al.
2019) que desempenham o papel de precursores da vitamina A ou como antioxidantes, além de
auxiliar na preven¢ao de doengas degenerativas e cronicas (Wang Y et al. 2022).

A espécie T. cnidii produz pigmentos de azafilona semelhantes a Monascus (Lagashetti
et al. 2019). Varios estudos identificaram espécies de Talaromyces que produzem pigmentos
vermelhos do tipo Monascus (produzida por Monascus spp.) sem a coprodugao de micotoxina,
como a citrinina (Zhao et al. 2018). Espécies de Talaromyces como T. purpurogenus, T.
albobiverticillius , T. marneffei e T. minioluteus produzem grandes quantidades de pigmento
vermelho (Venkatachalam et al. 2020). Portanto, estudos recentes exploram a possibilidade de
substitui¢do de pigmentos produzidos por cepas ndo micotoxigénicas do género fungico
Talaromyces em escala industrial (Rapoport A et al. 2021).

A partir do presente estudo pode-se concluir que o fungo psicrofilico 7. cnidii SC34.P3
¢ um isolado promissor para a produgdo de pigmento vermelho/alaranjado. Devido as
descobertas atuais referentes a producao de pigmentos mais sustentaveis, o isolado relatado aqui
pode ser usado no futuro para aplicagdes em alimentos, cosméticos ou diferentes industrias
farmaceéuticas; apoOs a realizagdo de estudos completos e convencionais de sua seguranca €

toxicidade.

8.4.6 Pseudogymnoascus spp.

No presente estudo, quatro fungos produtores de pigmentos foram identificados como
sendo do género Pseudogymnoascus. O isolado Pseudogymnoascus sp. SC04.P3 apresentou
coloragdo amarela, enquanto Pseudogymnoascus sp. SCI12.P3, SC32.P3 e ACF093
apresentaram coloragdo rosa/violeta. Os resultados mostraram que o perfil de absorbancia do
isolado SC04.P3 foi em 400 nm, e os isolados SC12.P3, SC32.P3 e ACF(093 apresentaram
absorbancia em 540 nm.

Os fungos produtores de pigmentos extracelulares foram cultivados em placas com meio

BDA a 15,0 °C (Figura 29) e a produgdo do pigmento pode ser observado na Figura 30.


https://sciprofiles.com/profile/149376
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Figura 29 Fungos produtores de pigmento em meio extracelular pelos isolados fingicos A. Pseudogymnoascus
sp. SC04.P3, B. Pseudogymnoascus sp. SC12.P3, C. Pseudogymnoascus sp. SC32.P3, D. Pseudogymnoascus sp.
ACF093 de solo da Geleira Collins cultivados em meio BDA por 14 dias a 15,0 °C.

Fonte: Autor (2022)

Figura 30. Extracdo dos isolados em metanol A. Pseudogymnoascus sp. SC04.P3; B.Pseudogymnoascus sp.
SC12.P3; C. Pseudogymnoascus sp. SC32.P3; D. Pseudogymnoascus sp. ACF093 em solventes (Metanol, 4gua e
acetato de etila, respectivamente).
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Fonte: Autor (2022)
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A parte separada dos solventes foi submetida a varredura em um espectrofotometro
UV/vis e o perfil caracteristico do pigmento foi registrado. Os trés solventes analisados
apresentaram extragao significativa. Os quatro isolados antarticos do género Pseudogymoascus
sdo produtores de pigmentos e possuem o diferencial de serem soliveis em agua, ndo exigindo
solventes organicos. Isso os torna mais sustentaveis e menos custosos, podendo ser uma boa

alternativa para substituir corantes sintéticos.

8.4.7 Pseudogymnoascus sp. SC04.P3
A varredura sob espectroscopia UV-vis resultou em um pico de absor¢do principal em

400 nm. O perfil de absorbancia do pigmento em metanol ¢ mostrado na Figura 31.

Figura 31. Perfil de absorbancia do pigmento em metanol do isolado Pseudogymnoascus sp. SC04.P3.
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Fonte: Autor (2022)

O pico de absorbancia em 400 nm do pigmento corresponde a cor observada amarelo e
de acordo com o descrito na literatura. A linhagem produtora de pigmento amarelo, com perfil
de absorbancia em 400 nm por Penicillium purpurogenum, produziu pigmentos do tipo
Monascus sem coproducao de micotoxinas (Carvalho et al. 2008). Em outro estudo, cepas de
Penicillium (produtoras de pigmentos vermelho e amarelo) foram descritas com capacidade de
sintetizar pigmentos azafilona do tipo Monascus, na auséncia de micotoxinas (Mapari et al.,
2010; Dufossé et al. 2014).

Os pigmentos de Monascus sao metabolitos secundarios, incluindo constituintes de
coloracdo amarela (monascina e ankaflavina). Pigmentos amarelo e vermelho de Monascus sp.

tém sido amplamente utilizados na industria alimenticia (Panesar et al., 2015). No entanto, a



93

potencial produgao de citrinina por cepas de Monascus impede sua comercializagao na Unido

Européia e nos EUA (Liang et al. 2018)

Azafilonas sao derivados de policetideos e compdem um grupo estruturalmente diverso
de metabolitos secundarios de fungos (Lin L et al. 2020). Fungos filamentosos, especialmente
os ascomicetos, sao frequentemente reportados por biossintetizar uma extraordinaria gama de
pigmentos azafilonas com uma ampla diversidade estrutural. Azafilonas apresentam atividades
biologicas como citotoxica, anti-inflamatéria, antimicrobiana, antitumoral, antiviral e
antioxidante (Pimenta LPS et al. 2021). Porém, ndo ha relatos na literatura sobre a produgao do
pigmento azafilona por Pseudogymnoascus sp. Além disso, este estudo pode representar o
primeiro relato de fungo antartico produtor de pigmento azafilona. Para isso, sera necessario a

realizacao de mais estudos sobre sua caracterizagdo quimica, a qual se encontra em analise.

8.4.8 Pseudogymnoascus sp. SC12.P3, SC32.P3 e ACF093
Os isolados produtores de pigmento rosa/violeta, apresentaram, sob espectroscopia UV-
vis, um pico de absor¢do principal em 540 nm. Uma visdo geral do perfil de absorbancia dos

pigmentos ¢ mostrada na Figura 32.

Figura 32. Perfil de absorbancia dos pigmentos em metanol pelos isolados Pseudogymnoascus sp. A. SC12.P3,
B. SC32.P3, C. ACF093.
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Fonte: Autor (2022)

O perfil de absorbancia dos pigmentos de acordo com a literatura apresenta
caracteristica de naftoquinona. A espécie fungica Fusarium oxysporum LCP531, produz
pigmento roxo com pico de absor¢ao de 510 a 550 nm (Lebeau J et al. 2018). As naftoquinonas
sdo um grande grupo de metabdlitos secundarios obtidos de vérias fontes, incluindo fungos,
com potenciais biotecnologicos (Meruvu, H et al. 2021).

Os policetideos fungicos apresentam cores variadas representados por antraquinona,
estruturas de hidroxiantraquinona, naftoquinona e azafilona (Mapari S et al. 2010). Estudos
relataram novas naftoquinonas com presenca de pigmento vermelho-violeta isoladas de
Trypethelium eluteriae, que possuem atividades antioxidantes e citotoxicas contra linhagens de
células cancerosas (Meruvu, H et al. 2021).

Pesquisas sobre o género Pseudogymnoascus produtores de pigmentos sdo escassas. Os

resultados obtidos neste estudo indicam que pigmentos de fungos antarticos sao potencialmente
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promissores. O género apresenta-se como bom produtor de metabolitos secundarios incluindo
pigmentos, possivelmente azafilona e naftoquinona, ¢ com isso reforca a necessidade de
investigar ainda mais as rotas quimicas/biologicas desses pigmentos. Assim, os isolados de
Pseudogymonascus de ambientes extremos podem produzir pigmentos raros, novos e eficientes

com potencial para diversas aplicacdes biotecnoldgicas.

8.5 Atividade antimicrobiana em bloco de difusdo em agar

Para verificar a capacidade antimicrobiana dos extratos produzidos, os pigmentos foram
testados através da técnica de bloco de difusdao em agar. Os resultados obtidos na triagem com
blocos de agar possibilitaram realizar uma selecdo dos principais isolados fingicos com
atividade antimicrobiana. atividade antimicrobiana. Os isolados com atividade positiva foram
considerados aqueles que apresentaram um halo inibitério ao redor do bloco. Inicialmente, seis
isolados fungicos produtores de pigmento foram submetidos a esta triagem contra quatro
microrganismos: S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e C. albicans. Entre estes, apenas quatro
(66%) apresentaram atividade contra as linhagens de microrganismos-teste. Os isolados que
apresentaram atividade contra a linhagem padrdo de S. aureus (ATCC 6538) foram os isolados
fingicos do género Pseudogymnoascus, representados pelos isolados SC04.P3, SC12.P3,

SC32.P3 e ACF093, como observado na Tabela 16.

Tabela 16. Triagem da atividade antimicrobiana de pigmentos fingicos em acetato de etila por metodologia de
bloco de difusdo em agar.

Isolado fingico S. aureus E. coli P. aeruginosa C. albicans

Curvularia affinis SCUV07.P1
Talaromyces cnidii SC34.P3 - - - -

Pseudogymnoascus sp. SC04.P3 - - -

Pseudogymnoascus sp. SC12.P3
Pseudogymnoascus sp. SC32.P3

+ o+ o+ o+

Pseudogymnoascus sp. ACF093

Legenda: + :observada presenga de halo de inibi¢ao; -: ndo foi observado nenhum halo de inibigao.

Os resultados dos testes com os pigmentos das culturas fungicas foram extraidos com
trés solventes, metanol, agua e acetato de etila. Os extratos dos pigmentos de
Pseudogymnoascus sp. em acetato de etila apresentaram halos de inibigdo contra a cepa S.

aureus (ATCC 6538) (Figura 33). Os halos foram medidos e detalhados abaixo (Tabela 17).
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Figura 33. Atividade antibacteriana contra S. aureus dos pigmentos utilizando o solvente A.E dos isolados de

Pseudogymnoascus sp. (SC04.P3, SC12.P3, SC32.P3 e ACF(093).

ACF093 i 5C32.pP3

sc12.p3
A

SC04.P3 5C34.P3 I scuvoz.p1

—

®

Legenda: C+: controle positivo (clorexidina 0,2%) e C-: controle negativo (DMSO 0,1%).
Fonte: Autor (2022)

Tabela 17. Medidas dos halos de inibi¢ao dos isolados de Pseudogymnoascus sp. contra S. aureus.

Isolado fiingico halo de inibi¢ao
Pseudogymnoascus sp. SC04.P3 1,5cm
Pseudogymnoascus sp. SC12.P3 1,5cm
Pseudogymnoascus sp. SC32.P3 1,6cm
Pseudogymnoascus sp. ACF093 1,5cm

No entanto, os pigmentos extraidos com os solventes: 4gua e metanol ndo apresentaram
halo de inibi¢do contra os patdgenos testados, figura 34 e Tabela 18. Os resultados obtidos
podem-se inferir sobre a natureza dos componentes antimicrobianos presentes nos pigmentos,
pois em acetato de etila os extratos apresentaram halo de inibigdo contra a bactéria gram-
positiva (S. aureus), porém nos solventes dgua e metanol ndo apresentou inibi¢do contra os
patogenos analisados. Desta forma, sera necessario a identificagdo e caracterizagdo dos
compostos presentes nos pigmentos para verificar qual o componente foi capaz de inativar a
bactéria. Para isso, destacamos a importancia da analise de espectrofotometro de massas para
caracterizar as moléculas, e assim, obter informagdes sobre os compostos presentes nos

pigmentos.
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Figura 34. Nio ha formagdo de halos de inibi¢do dos pigmentos utilizando o solvente A. Agua; B. metanol.
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Fonte: Autor (2022)

Tabela 18. Atividade antimicrobiana de pigmentos fiingicos com solvente dgua e metanol por metodologia de
bloco de difusdo em agar.

Isolado fiingico S. aureus E. coli P. aeruginosa C. albicans

Curvularia affinis SCUV07.P1 - - - -
Talaromyces cnidii SC34.P3 - - - -
Pseudogymnoascus sp. SC04.P3 - - - -
Pseudogymnoascus sp. SC12.P3 - - - -
Pseudogymnoascus sp. SC32.P3 - - - -
Pseudogymnoascus sp. ACF093 - - - -

Legenda: + :observada presenga de halo de inibi¢o; -: ndo foi observado nenhum halo de inibi¢ao.

O género fungico Pseudogymnoascus € prevalente na Antartica (Villanueva et al. 2021).
Inumeras cepas desse género de fungos foram isoladas de diferentes ambientes antérticos. No
entanto, apenas quatro estudos foram feitos sobre os metabdlitos secundarios do género
mostrando atividades antimicrobianas (Shi et al. 2021).

Pseudogymnoascus sp. PF1464 isolado de uma amostra de solo coletada no Japao foi
relatado como produtor de metabdlito antifingico denominado anfiol. O metabdlito possui
atividade antifiingica direcionado a membrana (ergosterol) (Fujita K et al. 2021). Em outro

estudo, Pseudogymnoascus sp. HSX2#-11 foi descrito como um fungo antartico isolado de
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amostra de solo da Peninsula Fildes, com capacidade de produzir metabdlitos secundarios
abundantes e diversos (Shi et al. 2021).

Por se tratar de um género fliingico com menos relatos sobre seu potencial biotecnoldgico
na literatura, no presente estudo ficou comprovado que fungos psicrofilicos sdopotenciais fontes
de pigmentos com possiveis aplicagdes em diversas atividades biotecnologicas. Além disso,
sugere-se que espécies do género Pseudogymnoascus presentes em ambientes antarticos podem

constituir importantes reservatorios de novos produtos naturaiscom estruturas quimicas unicas.
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8.6 CONCLUSAO

Os pigmentos dos isolados apresentaram uma variedade de cores através da absor¢do

dos comprimentos de onda caracteristicos ao descrito na literatura como pertencentes a
melaninas, carotenoides, azafilonas e naftoquinonas. A produgdao em meio solido utilizando
arroz apresentou pigmentos de diferentes cores no espectro e destaca o potencial da produgao
de metabolitos fingicos com maior crescimento na auséncia de dgua e de substancias inibidoras.

Os pigmentos fungicos naturais foram testados contra patdgenos bacterianos e fungicos
para verificar a atividade antimicrobiana. Os resultados indicaram que os pigmentos testados
contra a bactéria gram-positiva S. aureus exibiram atividade antibacteriana em termos de zona
maxima de inibi¢do. Em conclusdo, dos seis fungos produtores de pigmentos, os isolados de
Pseudogymnoascus sp. (SC04.P3, SC12.P3, SC32.P3 e ACF 093) produziram halo de inibi¢ao
para pelo menos um patégeno clinico de interesse analisado neste estudo.

O estudo revelou que o género Pseudogymnoascus parece ser um candidato promissor
para a producdo de compostos bioativos valiosos, o que pode ser devido ao mecanismo
preventivo de estresse que o fungo possui para lidar com as condi¢des adversas do continente
Antartico. Além disso, todos os pigmentos do género analisados neste estudo, sdo soliveis em

agua, ndo exigindo solventes organicos, € por isso, mais sustentaveis.
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9 CAPITULO 4: CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A Antartica ¢ um ecossistema unico que abrange uma variedade de géneros fingicos
descritos como produtores de uma extensa gama de pigmentos € com diversas aplicagdes
biotecnoldgicas. Para obtermos um estudo aprofundado do tema, realizamos uma revisao
bibliografica (Capitulo 1) sobre os pigmentos de fungos antarticos, metodologia de
producgdo/extracdo, toxicidade dos pigmentos, mercado atual dos biopigmentos e sua
propriedade intelectual. Esta revisdo enriqueceu e nos auxiliou para as proximas etapas deste
estudo (Capitulo II e III).

A metodologia utilizada para a identificacdo dos 64 isolados inicialmente identificados
a nivel de género foi aplicada com sucesso com base em suas caracteristicas morfologicas. As
analises filogenéticas foram realizadas com dez isolados selecionados de cada morfogrupo
utilizando como marcador a regido ITS e permitiu a identificagdo de alguns dos microrganismos
aqui estudados.

Os isolados foram identificados como pertencentes aos géneros Aspergillus,
Cladosporium, Curvularia, Paecilomyces, Penicillium, Pseudogymnoscus, Talaromyces e
Thelebolus, com a inferéncia de espécie >97% para os isolados Curvularia affinis, Penicillium
chrysogenum, Pseudogymnoascus shaanxieensis € Talaromyces cniddi.

Além disso, os dados de distribuicdo revelam que os representantes de
Pseudogymnoascus estudados possuem a capacidade de colonizagdo e adaptacdo a regides
geogréaficas distintas, e que diferentes espécies podem ser encontradas em um mesmo substrato,
de um mesmo local. Representantes psicrofilicos dos géneros Curvularia, Penicillium,
Pseudogymnoascus, Talaromyces e Thelebolus sdo reportados em literatura como sendo
capazes de produzir metabdlitos secundarios com diversas aplicagdes biotecnoldgicas.

Pseudogymnoascus shaanxiensis SC25.P3 e Talaromyces cniddi SC34.P3 isoladas e
identificadas neste estudo podem representar o primeiro relato das espécies no continente
antartico. Além disso, ndo hé registro em literatura da producao de pigmento pela espécie
psicrofilica 7. cnidii. Pigmentos descritos neste estudo produzidos pelo género
Pseudogymnoascus (azafilona e naftoquinona) também podem representar o primeiro registro
produzido pelo género isolados de solos antarticos. Para comprovar a caracterizagdo dos
compostos pigmentados, os extratos encontram-se em fase de identificagdo das moléculas por
espectrometria de massas.

Deste modo, fungos de origem Antértica s3o microrganismos produtores de pigmentos

possivelmente ainda ndo descritos na literatura. Os isolados investigados (representantes de
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diferentes morfotipos) apresentam capacidade de producao de pigmentos de diversas classes,
como melanina, carotenoides, azafilona e naftoquinona. A determina¢ao de fungos produtores
de pigmentos ndo patogé€nicos permitira a produgao biotecnoldgica de biopigmentos naturais e
viaveis com diversas aplicacdes na area téxtil, farmacéutica, cosmética e alimenticia.

Os isolados de Pseudogymnoascus spp. podem ser considerados como bons candidatos
para estudos posteriores de producao e aplicacdo biotecnoldgica de pigmentos, por serem
soliveis em agua, destacando assim, a produ¢ao de pigmentos mais sustentaveis, ideais para
aplicagdes industriais em alimentos, cosméticos, farmacéutica e téxtil. Além disso, as quatro
espécies produtoras de pigmentos do género apresentaram atividade antimicrobiana contra S.
aureus (ATCC 6538).

Dessa maneira, considerando o potencial dos microrganismos da Antartica, o presente
trabalho destaca a presenga de possiveis novos pigmentos de fungos psicrofilicos antarticos
com usos biotecnoldgicos. Mais estudos sdo necessarios para obter pigmentos comerciais a
partir destas cepas fungicas especificas e sua caracterizacdo quimica abrirdo novos caminhos
na industria de biopigmentos, o que acabard ajudando a minimizar os efeitos adversos do uso
de corantes e pigmentos sintéticos.

Os resultados obtidos com a conducdo do presente estudo permitiram avangos na
taxonomia de fungos antarticos mantidos na cole¢do de pesquisa do Laboratorio de
Microbiologia e Processos Biotecnologicos-LAMPB da UFSC, bem como revelam o potencial
de possiveis novas espécies produtoras de pigmentos com atividade antimicrobiana, abrindo
novas perspectivas no campo da biotecnologia de microrganismos de ambientes extremos. As
perspectivas futuras incluem mais estudos sobre as estruturas quimicas dos pigmentos e sua
biossintese para entender as necessidades de nutrientes para a produgdo de biomassa e melhoria

da produtividade.
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