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RESUMO

A biota da Antartica, mais do que outros continentes, é dominada por
microrganismos, como os fungos. A distribuicdo dos fungos no continente Antartico
esta relacionada com os substratos, tais como solos, rochas e plantas. A espécie
Colobanthus quitensis (kunth) Bartl representa a uUnica dicotiledénea que colonizou o
ecossistema Antartico e possui mecanismos para sobreviver em condi¢cdes hostis,
sendo um substrato propicio a colonizacdo de fungos. Este estudo teve como
objetivo caracterizar morfologicamente e fisiologicamente o fungo isolado de
amostras da rizosfera de C. quitensis. Para tanto, foram realizadas coletas durante
Expedicdo Antéartica Brasileira XXXI (2012-2013), de amostras de raizes de C.
quitensis que cresciam nas areas de degelo da llha Rei George, situada na Antéartica
Maritima. Inéculos de (9 mm de diametro), obtidos a partir de raizes de C. quitensis
e preservados em meio Capelani, foram utilizados para a ativacdo do micélio, em
meio de cultivo Batata-dextrose-agar (BDA), pH 4 e mantidos na Camara de
Fotoperiodo a temperatura de 26°C = 1, na auséncia de luz. Para melhor
visualizagdo das estruturas reprodutivas e hifas do fungo isolado foi realizada a
culture slide, utilizando 5 placas de Petri contendo meio BDA e mantidas na Camera
Fotoperiodo em temperatura 10°C £ 1 por 30 dias na auséncia de luz. A partir desta
técnica, foi realizada a coloracdo de nucleo, sendo possivel constatar que o isolado
possui hifas septadas, e hifas mononucleadas. Como base nas analises
morfologicas o fungo foi identificado pertencente ao género Geomyces Traaen. As
analises filogenéticas e moleculares utilizando regides ITS da subunidade 5.8s do
rRNA demonstrou a identidade deste isolado como pertencente a classe
Eurotiomycetes O.E. Erikss. & Winka e com as espécies de Geomyces vinaceus Dal
Vesco e Pseudogymnoascus roseus Raillo. Diferentes temperaturas (5, 10, 15, 25 e
30 °C + 1), foram testadas para verificar a relacao das diferentes temperaturas com
a producdo de biomassa do isolado. Comparando as meédias dessas cinco
temperaturas, obteve-se um resultado da pesagem a Uumido e a seco desses
micélios, apos 33 dias de crescimento, onde o fungo nao foi capaz de se
desenvolver na temperatura de 30 °C = 1, e demonstrou um melhor crescimento
micelial na pesagem a Umido e a seco na temperatura de 15+ 1 °C, sendo assim um

fungo psicrdfilo. Na determinacédo da patogenicidade onde o Lolium multiflorum Lam



foi tratado com extrato do fungo isolado em dois tratamentos 1.0ml e 2.0ml, o L.
multiflorum apresentou um melhor crescimento aéreo e radicular no tratamento com

1.0ml, porem estatisticamente o fungo ndo demonstrou nenhum efeito na planta.

Palavras Chaves: Antartica. Fungos. Morfologia. Fisiologia.



ABSTRACT

The biota of Antarctica, more than other continents, is dominated by microorganisms,
such as fungi. The distribution of fungi in the Antarctic continent relates to substrates
such as soils, rocks and plants. The species Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl is
the only dicot that colonized the Antarctic ecosystem and has mechanisms to survive
in harsh conditions, with a favorable substrate colonization of fungi. This study aimed
to characterize morphologically and physiologically the fungus isolated from the
rhizosphere samples of C. quitensis. To this end, samples were taken during the
Brazilian Antarctic Expedition XXXI (2012-2013), samples of C. quitensis roots that
grew in the fields of melting of King George Island, located in the Maritime Antarctic.
Inoculant (9 mm diameter), obtained from C. quitensis roots and preserved among
Capelani were used for the activation of the mycelium, the culture medium for potato
dextrose agar (PDA) maintained at pH 4 and photoperiod chamber at a temperature
of 26 ° C £ 1 in the absence of light. For better visualization of the reproductive
structures and hyphae of the fungus culture slide was performed using 5 Petri dishes
containing PDA medium and maintained in Photoperiod camera on 10°C + 1
temperature for 30 days in the dark. From this technique, staining nucleus was
performed and established that the isolated has chambered hyphae, hyphae and
mononuclear. As the basis of morphological analyzes the fungus was identified
belonging to the genus Geomyces Traaen. Phylogenetic and molecular analysis
using ITS regions of the subunit 5.8S rRNA demonstrated the identity of this isolated
as belonging to class Eurotiomycetes OE Erikss. & Winka and species Geomyces
vinaceus Dal Vesco and Pseudogymnoascus roseus Raillo. Different temperatures
(5, 10, 15, 25 and 30 + 1 ° C), were tested to verify the relationship of various
temperatures with the production of isolated biomass. Comparing the average of
these five temperatures, was obtained as a result of weighing the wet and dry
mycelia those after 33 days of growth, where the fungus was not able to grow at a
temperature of 30 £ 1 ° C, and showed better growth mycelial weighing in wet and
dry at a temperature of 15 £ 1 ° C, thus a psicrofilo fungus. In determining the
pathogenicity where Lolium multifforum Lam was treated with the isolated fungus
extract in two treatments 1.0ml and 2.0ml, L. multiflorum showed a better growth in

air treatment with 1.0ml, statistically however the fungus showed no effect on plant .



Key words: Antarctica. Fungi. Morphology. Physiology.
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1 INTRODUCAO

A Antartica € isolada dos demais continentes, pela sua distancia e por correntes
maritimas. Apresenta um ambiente com grandes variacbes e escassez de
nutrientes, possui ciclos de congelamento e degelo, que influencia a distribuicdo das
massas de agua no Oceano Austral, e geram alteracfes locais de clima. (WYN-
WILLIAMS, 1996; VINCENT, 2000; CLARKE, 2003). Nestas condi¢cdes, poucas
plantas sdo capazes de sobreviver, entre elas se destacam as espécies
Deschampsia antarctica Desv. (Poaceae) e Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl.
(Caryophyllaceae) que representam as duas Unicas angiospermas adaptadas as
condicBes extremodfilas da Antartica (PARNIKOZA et al., 2007), e além de sobreviver
nesse ambiente, € um subtrato de varios microorganismos, destacando os fungos
(ROSA et al.,, 2010). Esses fungos séo de diferentes taxons, e entre eles se
destacam linhagens adaptados as condicfes extremas da Antartica, endémicos e
possiveis novas espécies. Esse grupo é de grande importancia na biosfera por
serem colonizadores primarios de novos habitat e fornecedores de biomassa e
energia e ainda por se apresentarem como patégeno ou simbiontes de plantas e
animais (HAWKSWORTH, 2004).

Inimeros papéis bioldgicos essenciais tém sido associados aos
microrganismos, porém o conhecimento das relacfes e evolu¢cdo de muitos grupos
taxondmicos microbianos ainda é escasso. Com relacdo aos fungos, apenas 105
mil espécies (7%) sdo conhecidas pela ciéncia dentro de uma estimativa de 1,5 a
trés milhdes de espécies a serem descobertas (HAWKSWORTH, 2004). O estudo
de microrganismos encontrados no ambiente Antartico, pode ser considerado uma
grande fonte de novos estudos, pois pertencem a um ambiente ainda pouco
explorado, e podem representar a descoberta de novos medicamento e compostos
bioativos. Neste sentido os estudos de biodiversidade e bioprospeccao da Antartica
devem ser estimulados.

O avanco das técnicas moleculares tem permitido um grande salto na
compreensao da filogenia, biodiversidade e evolucdo dos microrganismos em
diversos ecossistemas e amostras ambientais, Entretanto, mesmo com a introducéo
dessas técnicas modernas, o conhecimento atual da diversidade microbiana na
Antartica é vago (TINDALL, 2004).
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As comunidades microbianas Antarticas sdo temas de grande importancia por
estarem sujeitas ao longo periodo de isolamento com baixos niveis de perturbacéo.
Entretanto, as atividades humanas nas regifes Antarticas podem impactar de forma
irreversivel a compreensao dos ecossistemas microbianos. A partir do final dos anos
50, esses habitat ficaram sujeitos as maiores alteracdes devido as atividades
humanas quanto as mudancas climaticas globais (CLARK, 2003): Pouco se sabe
sobre os niveis de endemicidade dentro dos grupos microbianos da Antartica, bem
como da presenca ou adaptacdes dentro da populacédo de espécies invasoras.

As regides Articas e Antarticas ao longo da uGltima década foram bastante
investigadas para presenca de bactérias, Archaea e algas, mas raramente se
investiga as comunidades fungicas e suas estruturas (ABYZOV,1993; VISHNIAC,
1993; NIENOW; FRIEDMAN, 1993; BROADY, 1993; MA et al., 1999, PIKUTA et al.
,2007)

Desta forma o presente trabalho buscou avaliar um fungo isolado da porgéo
radicular do C. quitenses. E os resultados provenientes desse estudo pedem trazer

novos conhecimentos sobre fungos que estao associados a substratos na Antartica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Antartica

A Antartica é o continente mais meridional do planeta, localizado quase
inteiramente dentro do Circulo Polar Antartico. Possui uma superficie de 14 milhdes
de Km?, equivalente a 1,6 vezes a area do Brasil ou 10% das areas emersas do
globo. (BISCHOFF, 1996; FERREIRA, 2009). Possui um dos ambientes mais
extremos da Terra. E um continente remoto e indspito e o clima é o mais frio e seco
conhecido no planeta. Os ventos ultrapassam a velocidade de 100 km/h e a
temperatura anual varia de -15°C no verdo a -80°C no inverno (CHILD; KELLY,
1990; FERREIRA; 2009).

O continente Antartico é caracterizado pelo isolamento geografico e climético e
a maior parte possui pouca ou nenhuma influéncia antropica (RUISI et al., 2007;
BRUNATI et al., 2009). As condi¢cBes que prevalecem sdo de baixas temperaturas,
ciclos de congelamento e degelo, alta incidéncia de radiacdo ultravioleta, baixa
precipitacdo anual, fortes ventos e baixa disponibilidade de agua fatores
considerados limitantes para a vida animal e vegetal (ONOFRI et al., 2007; RUISI et
al., 2007; SHIVAJI; PRASAD, 2009). Porém o clima ndo é uniforme em toda a regido
Antartica, pois na ilha Rei George o seu carater insular e a sua posi¢ao geografica
confere um clima maritimo, umido e frio (MCKNIGHT; HESS, 2000), e sofre por
influencia de sucessivos sistemas ciclonais que trazem massas de ar quente e
umido, responsaveis pelos fortes ventos, e pelos bons indices de precipitacdo, onde
a temperatura média anual é de -2,8°C, com varia¢des no periodo do verdo de -1,3 a
-2,7°C e no inverno de -15,5 a - 10°C (SETZER; HUNGRIA 1994; BITANJA, 1995;
BRAUN et al, 2001; FERRON et al, 2004).

As condicbes mais amenas dessas ilhas oceéanicas das quais se insere a ilha
Rei George, em relacdo ao clima seco e extremamente frio da Antartica,
proporcionam um ecossistema mais diversificado e dinamico (INOUE, 1991,
FRANCELINO, 2004). Sua flora €é composta basicamente por vegetais,
caracterizada pela presenca de cianobactérias, algas verdes, fungos, liquens e
musgos e Angiospermas (FRANCELINO, 2004).



2.2 Fungos na Antartica

Os fungos sdo organismos eucariéticos cujos nucleos sao dispersos em um
micélio continuo ou septado. Sua nutricdo € obtida por absorcdo. Sao
saprofiticos, parasitas facultativos ou biotroficos. Crescem como célula Unica
(leveduras) ou como colonias filamentosas multicelulares (fungos filamentosos).
Encontra-se em abundéancia no solo, nos vegetais e nas aguas e se reproduzem
por meios de ciclos telemorfos e anamorfos (TRABULSI et al., 2008).

Constituem um grande grupo de microrganismos encontrados em todos 0s
nichos ecoldgicos (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL,1996). Os habitat,
substratos ocupados e as funcdes desenvolvidas sdo amplamente diversificados
nos ecossistemas. Na Antéartica os fungos em geral estdo relacionados com a
distribuicdo dos diferentes substratos, solos, rochas e em raizes de espécies de
plantas vasculares nativas, como a Deschampsia antarctica Desv. e
Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. (USPON et al., 2009).

Além disso, seus mecanismos de adaptacdo e sobrevivéncia,
constantemente expostos a condigcbes extremas resultaram na selecdo de
organismos produtores de substancias Unicas com fungdes ecoldgicas diversas.
A maioria dos fungos no continente Antartico possuem ciclos anamérfos, parece
gue esses fungos desistiram da reproducéo sexual o que significa que os ciclos
de vida podem ser concluidos em um tempo mais curto e sem altos custos
metabdlicos. Os fungos Ascomycotas, quando reproduzem sexuadamente,
mostram uma forte reducdo dos ascomas comparadas com espécies que vivem
em condi¢des mais permissiveis (DE HOOG et al. 2005). Varios mecanismos de
adaptacdo ao frio foram relatados nos microrganismos Antarticos, como uma
grande capacidade de desidratacéo, producao de enzimas anticongelantes, alta
tolerancia ao frio, tolerancia ao congelamento (ROBINSON, 2001), bem como
uma estratégia bem estabelecida pelos microrganismos, que € alteracdo da
composicdo da bicamada lipidica (RUSSELL, 1990). As baixas temperaturas
também induzem a desidratacdo e stress osmotico em fungos e isto pode
resultar na sintese de diferentes solutos compativeis com papéis de protecéo e
atividade enzimatica (BROWN, 1978), os fungos antarticos mostram uma ampla
competéncia enzimética o que aumenta as chances de sobrevivéncia nesse
ambiente desfavoravel (FENICE et al., 1997).
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As temperaturas de crescimento ideal dos fungos Antarticos variam, de
acordo com Van e Uden (1984) e Vishniac (1987), fungos com temperatura
Otima de crescimento, de 15 °C ou inferior e um maximo de até 25°C, e ainda
capazes de crescer a 0 °C ou abaixo sdo considerados psicrofilos, aqueles
capazes de crescer a 5°C e se desenvolverem abaixo dessa temperatura,
independente da temperatura ideal, sdo psicrotolerantes. A microbiota Antartica
€ composta principalmente por psicrotolerantes (KERRY, 1990; ZUCCONI et al,
1996; AZMI; SEPPELT, 1997).

O conhecimento sobre os fungos Antarticos é o resultado de mais de um
século de investigacdes realizadas por isolamentos em culturas puras a partir de
varios fungos de diferentes substratos (KAPPEN, 1993), entretanto a
caracterizacdo de fungos com algum tipo de associacdo nao foi totalmente
compreendida (HUANG et al., 2001). Em geral nem todos os fungos descritos
sdo capaz de crescer ativamente sob as condicbes da Antartica, e 0os que se
desenvolvem no continente podem estar presentes como invasores, adaptados
as condicdes Antarticas, ou nativas. A maioria dos ambientes Antarticos
recebem continuamente uma grande quantidades de microrganismos de fora da
regido, como indicado pela alta frequéncia de espécies aparentemente
cosmopolitas na maioria dos habitat, sobretudo pela proximidade com a América
do Sul (KAPPEN, 1993). Esta dispersdo depende de vetores, tais como ventos,
animais e atividade humana (ZUCCONI et al. 1996) e podendo afetar a ecologia
a formacédo das comunidades de plantas (RODRIGUEZ et al., 2001), pois 0s
fungos em geral constituem um grupo de organismos que apresentam grande
importancia ecologica e econémica. Sdo 0os decompositores primarios em todos
0S ecossistemas terrestres e possuem importantes associacdes simbibticas com
plantas vasculares (micorrizas), sendo a grande maioria dos patégenos de
plantas, oferecem sistemas genéticos para os biologistas moleculares e sao

cruciais para a biotecnologia industrial (LI et al., 2000).
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2.3 Colobanthus quitensis (KUNTH) BARTL

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl.,(Figura 1) € uma planta vascular nativa que
vive na Antartica. E uma espécie comum dentro da Antartica Maritima (HOLTOM;
GREENE, 1967; CORNER, 1971; GREENE; HOLTOM, 1971; LEWIS SMITH, 2003),
onde as condi¢fes climéaticas sdo mais favoraveis (ROSA et al, 2009; ROSA et al,
2010), ocorrendo assim uma rapida expansao desta planta na regido (FOWBERT;
LEWIS SMITH, 1994; LEWIS SMITH, 1994; GROBE et al., 1997; DAY et al., 1999;
WALTHER et al., 2002; GERIGHAUSEN et al., 2003; ROBINSON et al., 2003). Na
ilha Rei George que esta situada dentro da Antartica maritima o C. quitenses cresce
nas areas baixas e alagadas e sobre encostas baixas e desnudas sem gelo, onde o
calor da rocha favorece seu desenvolvimento (ZARZYCKI, 1993).

Essa espécie é capaz de sobreviver nessa regido, pois possui uma capacidade
de evitar formagcdo de gelo nos seus tecidos e conservar 30% da sua taxa
fotossintética a 0 °C. Além disso, possui um mecanismo de fotoinibicdo reversivel a
baixas temperaturas (EDWARDS; LEWIS-SMITH, 1988; XIONG et al., 1999; BRAVO
et al., 2001).

Morfologicamente € uma planta de baixo porte (herbacea) com folhas lineares
a lineares-triangulares. (MONTOVANI; VIEIRA, 2000). (Figura 1) e seu periodo de
germinacao na Antartica ocorre a partir de novembro (KIRK, 1994). Sdo geralmente
cobertas por neve a partir de abril, e ndo existem informacdes sobre a sobrevivéncia
das folhas (LEWIS SMITH, 2003). Com isso disso a sobrevivéncia sob condi¢des
estressantes € baseado em sua anatomia e fisiologia (LEVITT, 1980) como
arquitetura interna da folha associadas a baixa estatura, forma de crescimento
denso, habito e metabolismo fotossintético, essas caracteristicas contribuem para o
éxito da sobrevivéncia da angiosperma C. quitenses na Antartica (MONTOVANE;
VIEIRA, 2000).
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Figura 1 - Detalhes da espécie Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. A esquerda
detalhe da flor e préxima das rochas (A), a esquerda em meio a outras

vegetacdes(B).

Fonte: (A) e (B) Foto de Filipe de Carvalho Victoria.

Além disso, o C. quitenses é um substrato de espécies de fungos saprofiticos,
patogénicos e possivelmente de novas espécies. Foram identificados varios géneros
associados a esta angiosperma C. quitensis como Aspergillus P. Micheli, Cadophora
Lagerb. & Melin, Davidiella Crous & U. Brau, Entrophospora R.N. Ames & R.W.
Schneid, Fusarium Link, Geomyces Traaen, Gyoerffyella Kol, Microdochium Syd. &
P. Syd, Mycocentrospora Deighton, e Phaeosphaeria I. Miyake, sendo as espécie
mais comumente encontrada Davidiella tassiana (De Not.)Crous & U. Braun,
Cadophora luteo-olivacea (J.F.H. Beyma) T.C. Harr. & McNew e Geomyces
pannorum Sigler & J.W. Carmich, em folhas de C. quitensis (ROSA et., 2010).
Entretanto muitos estudos revelaram uma diversidade de comunidades de fungos
associados a plantas que vivem em ecossistemas tropicais e temperadas, mas
esses estudos parecem diminuir em regides frias (HIGGINS et al.,2007). Com isso,
esses fungos podem entdo servir de modelo para mais estudos ecoldgicos,

evolutivos e sobre o seu comportamento nas condi¢cées de ambientes extremos.


http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=488875
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2.4 Geomyces sp Traaen.

As espécies do género Geomyces Traaen. sdo comuns nos solos de
ecossistemas de clima temperado e de alta latitude e sdo capazes de suportar e se
desenvolverem em ambientes polares frios com baixa taxa de nutrientes (SIGLER,;
CARMICHAEL, 1976, CURRAH, 1985, SIGLER et al., 2000), pertence a familia
Myxotrichaceae Locg. ex Currah (Ascomycota) e compreende um proporgao muito
pequena da biota fungica, com apenas cinco espécies conhecidas (KIRK et al, 2001,
GARGAS et al., 2009). Entretanto, esses fungos tém uma distribuicdo mundial (KIRK
et al., 2008), ocorrem em diversos ecossistemas e muitas vezes sao mais
comumente encontrados em regides de ambiente frio, como em solos de plantacdes
de trigo na Alemanha, solos da Antartica, no gelo permanente do Artico e
difundidos em ambientes marinhos, além disso tendem a ser queratinofilicos e
psicrofilos, tolerantes ao sal e conhecidos por aproveitar a celulose como fonte de
alimento (DOMSCH et al., 2007; OZERSKAYA et al. 2009 ; ARENZ et al., 2006).

A espécie do género Geomyces mais comumente identificada usando cultura e
sequenciamento de DNA é o Geomyces pannorum Sigler & J.W. Carmich (KIRK et
al. 2008). Esta espécie esta associada a diversos substratos, como em escombros
de uma mina de carvao em Alberta, Canada e na floresta serapilheira (CHIEFFO
1983; CARREIRO; KOSKE 1992). G. pannorum é também uma das espécies de
fungos comumente encontradas nas cavernas de Lascaux, na Franca, onde esta
espécie é associada com os compostos de carbono disponivel nos pigmentos
usados nas pinturas de 15.000 anos (BASTIAN et al. 2009). Ozerskaya et al. (2009)
revisaram os fungos associados com gelo permanente, e concluiram que espécies
com potencial adaptativo significativo, como Geomyces, ocorrem com frequéncia.

Os membros desse género foram as espécies sao frequentemente identificadas
durante pesquisas de fungos do solo em diferentes locais na Antarctica
(MERCANTINI et al., 1989; ARENZ; BLANCHETTE, 2011). G. pannorum foi isolado
de amostras de poeira no alojamento do acampamento base de uma expedicdo de
pesquisa da Antartica (MERCANTINI et al., 1993). Espécies de Geomyces também
sobrevivem em cryopegs no Artico, que s&o massas de agua que ocorrem em baixo
ou dentro de grandes massas de gelo.

Os fungos do género Geomyces que vivem em ambientes polares, com uma baixa

taxa de nutrientes, sobrevivem nos solos, em estado de dorméncia, crescem e se
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reproduzem quando a nova matéria organica € introduzida no ecossistema
(BERGERO et al., 1999), G. pannorum € capaz hidrélisar amido e de produzir lipase
extracelular, xilanase, e urease, que permite que esta espécie consiga consumir e
metabolizar diversas fontes de alimentos em ambientes frios com baixa taxa de
nutrientes (FENICE et al., 1997) podendo também alterar os perfis de acidos graxos
e vias metabdlicas em ambientes de baixas temperaturas (FINOTTI et al., 1993,
1996).

Os fungos desse género sdo conhecidos por ser facilmente dispersos pelo ar,
agua, penas de passaros, pelos de animais, artropodes e seres humanos e seus
equipamentos. Na Antértica foi o taxon mais isolado a partir de uma variedade de
matérias, incluindo pinguins, skuas, estercos, e penas (FRATE; CARETTA, 1990).
Em outros estudos eles foram encontrados em locais com pouca ou nhenhuma ave
ou mamifero (AZMI; SEPPELT, 1998). O fungo G. pannorum foi também encontrado
associados a materiais biolégicos (MARSHALL, 1998) no solo e na pele de
mamiferos escavadores, como musaranhos e ratazanas (SHCHIPANOV et al., 2003)
e em nove ordens de artrépodes, sugerindo que o v6o destes pode ser importante
meio de dispersao de espécies de Geomyces sp (GREIF; CURRAH, 2007).

Espécies Pseudogymnoascus Raillo, tipicamente e historicamente identificada
sob o nome Geomyces, foram registradas com frequéncia na Antartica com
distribuicdo em certo numero de substratos, incluindo no solo de regides frias,
musgos, folhas de C. quitensis, talos de macroalgas e lagos de agua doce
(MERCANTINI; MARSELLA; CERVELLATI, 1989; TOSSI et al., 2002, ROSA et al.,
2010; FRISVAD; SAMSON, 2004; JONES, 2011; GONCALVES et al., 2012). O
género Geomyces foi considerado por muito tempo sinbnimo de Chrysosporium
Corda., sendo atualmente reconhecido como distinto devido aos seus conidiéforos, e
possui uma relacdo sexuada com Pseudogymnoascus, Raillo (Myxotrichaceae).
Morfologicamente, apresentam pequenos esporos ovais ou em forma de pera e hifas
ramificadas que suportam os conidiéforos (SIGLER; CARMICHAEL, 1976;
SINGLER; LUMLEY: CURRAH, 2000; RICE; CURRAH, 2005). Conidiéforos sao
estruturas de hifas especializadas em que os artroconidios sao formados e apoiados
(LARONE, 2002). Espécies de Geomyces possuem conidiéforos que tendem a ter
uma coloracéo clara, translacido, ou vitreo. Entretanto, ainda pouco se sabe sobre a

ecologia e distribuicdo das espécies de Geomyses sp. (RICE; CURRAH 2005).
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3 OBJETIVOS DO ESTUDO

Caracterizar e identificar o fungo isolado da raiz da angiosperma Colobantos
quitenses (Kunth) Bartl.

Caracterizar morfologicamente e molecularmente o isolado.

Verificar em qual temperatura o isolado apresenta um melhor desenvolvimento.

Verificar, se o isolado é patdgeno ou simbionte de plantas.
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4 MATERIAS E METODOS
4.1 Avaliacdo morfolégica do Fungo Isolado
4.1.1 Coleta do material para estudo

Foram coletadas amostras de raizes de Colobanthus quitensis (KUNTH) BARTL
durante o verdo austral de 2012/2013 na OPERANTAR XXXI, por membros da
equipe da Expedicdo Antartica do PROANTAR, que estudam as comunidades de
criptdbgamos, adjacentes a Estacao Polonesa Henryk Arctowski e da praia proxima a

geleira Ecology.( Figura 2)

Figura 2- (A) Estacdo Polonesa Henryk Arctowski, (B) Local proximo da estacdo

onde ocorreu a coleta.

Fonte: (A) Foto de Filipe de Carvalho Victéria, (B) Foto Margeli Pereira de Albugquerque.

4.1.2 Isolamento e Preservacao do fungo

As analises do fungo foram realizadas no laboratério Nucleo de estudos da
vegetacdo Antartica (NEVA), situado em Sao Gabriel-RS na Universidade Federal
do Pampa, onde foi isolado o fungo da porcéo radicular do C. quitensis e inGculos de
9mm de diametro foram mantidos em meio Capelani.
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4.1.3 Cultivo do Isolado e caracterizagcdo macroscoépica da col6nia

Os micélios mantidos em meio Capelani foram reativados em cinco placas de
Petri contendo o meio de cultura Batata-dextrose-agar (BDA) com pH 4, e mantidas
na estufa de fotoperiudo (Quimis) a temperatura de 25 + 1 °C, na auséncia de luz,
por 60 dias. Ap6s 60 dias de crescimento, foram analisadas as caracteristicas
macroscopicas do isolado como cor da col6nia, micélio, cor do inverso e diametro da

colbnia.

4.1.4 Caracterizagdo microscoépica do isolado

Para visualizar microscopicamente as estruturas do isolado foi realizada a
técnica culture slide seguindo o protocolo descrito por (KERN; BLEVINS, 2003),
onde foi preparado um meio de cultura BDA e conservado no freezer.
Posteriormente foram autoclavadas 5 placas de Petri por 20 minutos, contendo 2
cotonetes em cada placa, 1 lamina e 1 laminula onde esses cotonetes serviram
como plataforma para lamina. Em uma capela de fluxo laminar (Filtex.Class Il B2)
essas placas foram abertas e sobre a lamina, colocado um cubo de 1cm? de meio
BDA. Este foi escolhido por intensificar a esporulacdo dos fungos. Fragmentos
miceliais do fungo foram dispostos nas extremidades do cubo de meio de cultura
BDA, uma laminula colocada sobre esse cubo, e essas placas de Petri foram
umedecidas com cerca de 5 ml de agua destilada, vedadas e levadas para estufa
de fotoperiodo (Quimis) em temperatura 10°C + 1 na auséncia de luz durante 30
dias. Para identificacdo ao nivel do género da colénia do fungo filamentoso isolado,
foram efetuadas observacfes microscopicas das suas estruturas morfolégicas, como
tamanho das hifas, septos, e estruturas reprodutivas como conidiéforo e conidios.

Para visualizar os nucleos celulares outra técnica foi realizada, segundo
(Adaptado de Herr, 1979), onde 2 laminulas contendo micélio do fungo sofreram
lavagens nas soluc¢des de, HCL 3M por 15 minutos, trés por¢des de élcool 95% por
uma de acido acético por 15 minutos, alcool 70% por 15 minutos e alcool 100% por
15 minutos e posteriormente foram coradas com o corante giemsa por 3 minutos.
Apods a laminula foi lavada com agua destilada corrente para retirada do excesso de
corante e seca em temperatura ambiente. Apés foram colocadas sobre uma lamina

e observadas no microscopio optico (Zeiss AXIO).
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4.1.5 Avaliag&o do crescimento micelial

Testes de temperatura foram realizados para avaliar a melhor temperatura do
crescimento micelial, onde 50 placas de Petri contendo meio BDA e o micélio do
fungo de 9mm de diametro foram submetidos a temperaturas constantes de 5, 10,
15, 25 e 30°C. Foram utilizadas 10 réplicas para cada tratamento, em cada
temperatura na auséncia de luz. Apds 33 dias de crescimento a massa micelial foi
avaliada por peso seco e umido, os micélios do fungo foram retirados das placas e
colocados em um béquer contendo 500 ml de 4gua. Posteriormente fervidos em
micro-ondas por 10 minutos, para que nao ficasse nenhum resquicio do meio de
cultivo BDA. Apds pesados em uma balanca (Exacta), entdo esses micélios foram
submetidos a estufa por 24h a 50 °C, e pesados novamente. As médias desses
cinco tratamentos foram comparadas para obter um resultado da pesagem a umido
e a seco desses micélios. E submetidos a analise de variancia seguido o teste
TUKEY (p<0,005) usando programa estatistico Statistix 8.0

4.2 Avaliacdo molecular do fungo isolado

4.2.1 Extracado de DNA, amplificacéo e purificacao

A extracdo do DNA, do material foi realizada com o kit de Norgen (Biotec Corp.)
planta / fungos, de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A amplificacdo das
regides dos espacadores internos transcritos (ITS) foi realizada utilizando os primers
S3126T (5'-ATA TTA TGC AGT TCA GCG GGT-3 "), S2234C (5-GTT TCC GTA
GGT GAA CCT GC-3'), FFITS4R (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3 "), FFITS5F
(5-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3"; Esta foi realizada como se segue: 30
ciclos de 95 ° C durante 2min, 95°C durante 1min, 50°C durante 30s e 75°C durante
2min; e uma extensao final a 72°C durante 5 min. O DNA foi purificado a partir do
produto do PCR utilizando o kit de purificacio PROMEGA Wizard® (SV gel e PCR
Clean-Up) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Os produtos de PCR
purificados foram sequenciados por ABI - PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).
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4.2.2 ldentificagao do fungo isolado

Apoés o resultado do sequenciamento das regides ITS, as sequéncias foram
submetidas ao programa Sequence Alignment Editor (BioEdit), e logo apos
submetidos ao programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 6.06).
Onde as sequéncias foram alinhadas uma a uma com sequéncias das regifes ITS
de fungos encontrados associados a plantas. As sequéncias desses fungos foram
retiradas do banco de dados GenBank. As rela¢des filogenéticas para demonstrar os
parentes mais proximos, foram estimadas utilizando a versdo 6.06 do programa
MEGA.

4.3 Avaliacao dos efeitos patogénicos do fungo isolado

Para avaliar os efeitos patogénicos do fungo isolado, foi preparado um extrato,
onde primeiramente 20g do isolado contendo o meio de cultura foi colocado em um
béquer contendo 80ml de agua destilada onde o mesmo foi macerado e mantido por
um periodo de 24 horas dentro da capela de Fluxo Laminar. Apés o macerado foi
fitrado em um papel filtro para retirada do excesso de particulas grandes, como
meio de cultura e filtrado novamente utilizando uma bomba peristaltica com um filtro
de 0,22 microbmeros (MILLIPORE).

A planta Lolium multiflorum Lam. foi utilizada para tratamento com o extrato e
cultivada em subtrato vermeculita por 37 dias. O tratamento com o extrato do fungo
isolado comecou apos 24 dias de crescimento da planta. O extrato foi adicionado

com uma pipeta pasteur, a planta era tratada a cada 48h (Tabela 1).
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Tabela 1. Namero de réplicas de Lolium multifiorum Lam para cada tratamento com

extrato do fungo isolado.

Tratamento Numero de replicas
Controle 10
Tratamento com 1.0ml 10
Tratamento com 2.0ml 10

Fonte: Autor, 2015.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao Morfolégica do isolado

5.1.1 Caracteristicas macroscopicas

O fungo isolado, apdés 60 dias em uma temperatura de 26° + 1 C, demonstrou
uma textura algodonosa, produzindo micélio aéreo, topografia umbicata com
elevacOes centrais em forma de mamilo, coloragéo branca predominante, com certas
areas de cor amarelo escuro (Figura 3, A), e na parte inferior a cultura apresentou

uma coloracdo amarelo escuro no seu centro (figura 3, B).

Figura 3— Foto da col6nia do fungo isolado: (A) Parte superior da colonia, (B) parte

inferior.

Fonte: Autor, 2014.

Essas caracteristicas relacionadas a textura e topografia foram descritas de
acordo com (KERN; BLEVINS, 2003). Porém somente com essas caracteristicas da
coldnia ndo é possivel identificar espécie ou género de fungos, pois in vitro a mesma
colénia pode frequentemente exibir cores e texturas deferentes. Entretanto
apresentou caracteristicas semelhantes com a espécie Geomyces pannorum Sigler
& J.W. Carmich, isolada na Antartica em diversos substratos e recentemente
reportado na literatura como Pseudogymnoascus pannorum MINNIS & D.L.
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LINDNER (2013), que possui uma coloracdo de superficie entre branco e amarelo,
apresentando do lado inverso da colénia um amarelo soluvel de pigmento cor
castanha. Porém, segundo Pang e Mitchell (2005), estudos morfolégicos que
utilizam identificacdo baseada em caracteristicas da taxonomia convencional podem
apresentar dificuldades em serem realizadas devido as diferenca de taxa de
esporulacdo, presenca de formas desconhecidas do ciclo de vida e limitagcbes na

distincdo de espécies com morfologias semelhantes.

5.1.2 Caracteristicas microscopicas

Apods 30 dias de crescimento em temperatura de 10°C + 1 seguindo a técnica de
culture slides, onde as laminulas foram observadas em microscépio Optico na lente
de 1000x. Para a identificacdo morfologica dos fungos filamentosos € necessario
levar em conta caracteristicas microscopicas (SAMSON et al. 2010). O fungo
apresentou hifas hialinas com septos, parede grossa e o tamanho de um septo a
outro foi em média 3 a 4 um (figura 4, A). Segundo Crous (2009) A presenca de
micélio septado e reproducdo sexuada sdo caracteristicas especificas de filos mais
desenvolvidos, como Basidiomycota e Ascomycota. Porém o fungo ndo apresentou
estruturas reprodutivas, ascos ou basidios, talvez pela temperatura ou meio
inadequados, ou pelo fato de que fungos encontrados na Antéartica geralmente ndo
se reproduzem sexuadamente. Segundo De Hoog et al. (2005) a maioria dos fungos

no continente Antartico possuem ciclos anamarficos.
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Figura 4 — A imagem ilustra as hifas do fungo isolado: (A) hifas septadas, (B)

nucleos das células.

Fonte: Autor, 2014.

(Barra A= 2 ym, B= 3 um)

Segundo a técnica de coloracdo de nucleo foi possivel observar que as células
apresentaram um nucleo por segmento (Figura 4, B), podendo ainda ndo ter sofrido

0 processo de diviséao celular.

5.1.3 Avaliagéo do crescimento micelial peso seco e umido

Apés 33 dias de crescimento, nas temperaturas 5, 10, 15, 25, 30 + 1°C o
fungo isolado demonstrou uma melhor producdo da massa micelial nas
temperaturas de 15+ 1 °C no peso umido e seco, obtendo uma menor produgéo nas
temperaturas de 5+ 1 °C no peso seco, quase nenhum a 30+ 1 °C no peso seco e
umido (Tabela 2), demonstrando que o fungo é provavelmente um pscicrofilo.
Segundo van Uden (1984) e Vishniac (1987) fungos que se desenvolvem em uma
temperatura 6tima de 15°C e maxima de 25°C sdo chamados de pscicroéfilos. Além
disso, espécies do género Geomyces segundo Domsch e colaboradores (2007) sédo
piscicréfilos, G. pannorum (=P. pannorum) possuem uma temperatura Otima de
crescimento entre 18°C e 20°C e podem ser cultivadas a temperaturas tdo baixas
guanto 5°C cessando o crescimento a 30°C (TRAAEN, 1914), reforcando a hipotese
de que morfologicamente o fungo isolado é do género Geomyces.
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Tabela 2- Comparacao das médias do peso seco e Umido nas cinco temperaturas.

Temperaturas de Crescimento Média do Peso Média do Peso
Umido Seco
5°C+1 0,8809 B 0,0418 C
10°C +1 1,2638 B 0,0997 B
15°C +1 3,9047 A 0,1533 A
25°C +1 0,9650 B 0,0931 B
30°C+1 0,0486 C 0,0064 D

* Os valores representados com a letra mailscula igual na mesma coluna néo diferem entre si, (A)
demonstrou melhor crescimento e (C) e (D) n&do obtiveram crescimento significativo se comprados

com (A), segundo o teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Autor, 2014.
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5.2 Identificacdo molecular
5.2.1 Avaliacao Filogenética

A historia evolutiva foi inferida utilizando o método do méximo risco baseado no
modelo de dois pardmetros de Kimura. A arvore de consenso de bootstrap foi
inferida a partir de 1000 repeticdes, para representar a historia da evolucdo da taxa
analisada. Ramos correspondente a particbes reproduzidas em menos de 50% de
réplicas de bootstrap séo recolhidos (Figura 5).

A avaliacao filogenética demonstrou que o fungo Isolado ACTGene-665
B10 e ACTGene-665 H12 possui similaridade com a classe dos Eurotiomycetes O.E.
Erikss. & Winka, e com as espécies de Geomyces vinaceus Dal Vesco e

Pseudogymnoascus roseus Raillo (Figura 5).

Figura 5- Arvore filogenética do fungo isolado da porcéo radicular do C. quitensis. A
arvore foi construida com base nos genes das regifes ITS do ribossomo 5.8s, pelo

método de maxima verossimilhanca.

_13: Iceman fungal clone T2709
[ Uncultured Pezizomycotina isolate C136

— FUngus Isolated from Epacris microphylia

96

Clathrosphaerina zalewskii

Dwayaangam colodena
74 Arachnopeziza aurata
_: Arachnopeziza delicatula

47 Arachnopeziza aurelia
71 _38: Arachnopeziza obtusipila
32 Geomyces sp.
5 _: Pseudogymnoascus sp.
Geomyces pannorum
g1 pre— ACTGene-665 B10

b ACTGene-665 H12
Eurotiomycetes

40 _: Pseudogymnoascus roseus
27 Geomyces vinaceus

Cadophora sp.

93

77

— Leptodontidium sp.
65 e Leptodontidium orchidicola

Fonte: Filipe de Carvalho Victéria.
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5.3 AvaliagOes da Patogenicidade

As analises do crescimento radicular e aéreo do L. multiflorum tratados com
extrato do fungo, demonstraram um maior crescimento aéreo e radicular no
tratamento com 1.0ml, porem n&do obteve nenhuma diferenca estatistica significativa
(Figura 6). Dentre a classe e as espécies que demonstraram similaridade com o
fungo isolado (Figura 5), todas possui uma relacdo com algum tipo de subtrato. A
classe dos Eurotiomycetes, € encontrada principalmente associada a liquens (Bates
et al. 2012), A espécie Geomyces vinaceus e Pseudogymnoascus roseus, ja foram
isolado na Antartica em musgos, solos e raizes (TOSI et al., 2002; RICE; CURRAH
2006), mas a sua distribuicdo e relacdo com o0 seu subtrato no ambiente Antartico
permanece desconhecida (Arenz et al. 2011). Com isso as analises de
patogenicidade do fungo isolado molecularmente similar as espécies Geomyces
vinaceus e Pseudogymnoascus roseus, hdo demonstrou atividade patogénica na
graminea Lolium multiflorum Lam. (Poaceae) Essa planta serviu como modelo para
esse estudo, pois essa graminea é anual de inverno, da mesma familia da
angiosperma Deschampsia antarctica Desv. (Poaceae), e de facil manipulacdo no

laboratorio com crescimento inicial répido.
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Figura 6- Grafico de comparacdo das médias do crescimento aéreo e radicular da
graminea Lolium multiflorum, tratadas com extrato do fungo isolado. A cor azul

representa o crescimento aéreo da planta, em vermelho o crescimento radicular.
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* Os valores nao diferem entre si ao nivel de significancia no Teste de Tukey (p < 0,05)
Fonte: Autor, 2015.

Entretanto na morfologia do L. multiflorum cultivado em vermeculita apresentou
amarelecimento isso provavelmente n&o foi causado pelo fungo, mas sim pelo
subtrato n&o ser totalmente nutritivo, pois no controle ocorreu 0 mesmo
amarelecimento, ndo havendo diferenca morfologica entre o controle (Figura 7, A),
em relacdo aos tratamentos (Figura 7, B e C). O L. multiflorum é uma graminea
considerada rastica, competitiva, com boa capacidade de perfilhamento e que se
desenvolve bem em qualquer tipo de solo, mas prefere os argilosos, férteis e
umidos. Porém, em condi¢cdes onde o solo apresente alta deficiéncia, tem seu

desenvolvimento prejudicado (DE CONTO et al. 2011)
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Figura 7- A foto dos trés tratamentos com extrato do fungo em L. multiflorum. (A)

Controle, (B) tratamento com 1ml (C) tratamento com 2ml.

Fonte: Autor, 2014.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Concluiu-se que de acordo com as analises morfologicas o fungo apresentou
caracteristicas do género Geomyces, entretanto identificacdo de fungos somente
pela morfologia apresenta dificuldades, pois os fungos podem modificar suas
estruturas morfolégicas dependendo das condi¢cdes de cultivo, alem disso a
limitacdo na distincdo de espécies com caracteristicas semelhantes.

Nas analises do crescimento micelial nas temperaturas de
5, 10, 15, 25, 30+ 1 °C, o fungo apresentou uma melhor produgcéo de massa micelial
a 15+ 1 °C. Tal resultado pode indicar que o fungo isolado € um pscicrofilo.

A partir da filogenia foi possivel demonstrar as espécies e classe mais similares
ao fungo isolado, calsse Eurotiomycetes O.E. Erikss. & Winka, e com as espécies de
Geomyces vinaceus Dal Vesco e Pseudogymnoascus roseus Raillo.

No teste de patogenicidade o fungo néo apresentou nenhum efeito no Lolium
multiflorum Lam, e o amarelecimento da planta, provavelmente foi desencadeado
pela falta de nutrientes do subtrato em que foi cultivado. Demonstrando assim que o
fungo isolado possivelmente ndo possui atividade patogénica. Mais estudos devem
ser realizados para entender melhor a associacdo desse fungo com Colobanthus

quitensis (Kunth) Bartl.
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