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RESUMO 

Alguns ecossistemas, tais como o mar profundo, lagoas hipersalinas, substratos vulcânicos, 

desertos e regiões polares possuem condições físico-químicas consideradas desfavoráveis à 

vida e são caracterizados pela presença de comunidades microbianas denominadas 

extremófilas, as quais podem ser compostas principalmente por vírus, bactérias, arqueias e 5 

fungos. Nos ecossistemas extremos, os fungos são de grande importância ecológica na 

ciclagem de nutrientes e se destacam por sua alta plasticidade genética e metabólica, as quais 

ao longo de sua evolução estiveram condicionadas a grandes variações de salinidade, 

temperatura, radiação, disponibildade de água, pressão, acidez, entre outras. Na Antártica, a 

pressão seletiva conferida pelas condições climáticas, principalmente as baixas temperaturas e 10 

pouca disponibilidade de água, pode ter selecionado fungos com distintas estratégias de 

sobrevivência, entre elas a produção de substâncias anticongelantes, modificações na 

composição de membrana celular e também produção de metabólitos primários e secundários 

diferenciados. Considerando a diversidade e potencial produção de biomoléculas apresentada 

por fungos extremófilos, estudos básicos e aplicados que envolvam esses micro-organismos 15 

são de grande interesse, pelo fato de representarem uma parcela da biodiversiade mundial e 

também uma rica fonte de substâncias com potencial aplicação em processos biotecnológicos. 

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo caracterizar as comunidades de fungos 

presentes em sedimentos marinhos e lacustres da Antártica a fim de avaliá-los como 

potenciais produtores de substâncias bioativas. Nos diferentes substratos avaliados foram 20 

obtidos 486 isolados fúngicos pertencentes a 111 unidades taxonômicas operacionais (UTOs). 

Nas amostras de sedimento marinho das Ilhas Shetlands dos Sul, a maioria dos táxons 

pertenceu ao gênero Penicillium, com abundância das espécies P. allii-sativi, P. Palitans, P. 

soliutm e P. chrysogenum, bem como as espécies Pseudoagymnoascus verrucosus e 

Acremonium fusidioides. Quanto à prospecção de metabólitos bioativos produzidos por estes 25 

fungos marinhos, todos os extratos apresentaram atividadade nematicida. Os extratos de 12 

táxons foram capazes de inibir o crescimento do fungo fitopatogênico Cladosporium 

sphaerospermum, entre os quais os extratos de P. solitum e P. chrysogenum foram os mais 

ativos. Os extratos de 30 isolados marinhos (96.8%) apresentaram atividade herbicida, destes 

58% apresentaram máxima inibição da germinação de Allium schoenoprasum e/ou Lactuca 30 

sativa, dentre os quais P. allii-sativi, P. chrysogenum, P. Solitum, P. palitans e A. fusidioides 

foram os mais ativos. Diferentes isolados de Penicillium spp. também se mostraram potencias 
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produtores de substâncias com atividade antiplasmodial e tripanossomicida. Os oito extratos 

dos fungos marinhos mais ativos foram caracterizados quimicamente por meio de seus 

espectros de Ressonância Magnética Nuclear H
1
 (RMN H

1
), indicando a presença de 

moléculas aromáticas, as quais podem ser as responsáveis pela expressivas atividades 

biológicas. As comunidades de fungos presentes em sedimentos lacustres foram analisadas a 5 

partir de lagos impactados pela atividade antrópica e lagos não impactados, ambos amostrados 

no arquipélago das Ilhas Shetlands dos Sul. Nas amostras de sedimento de lagos impactados 

pela atividade antrópica, 63 UTOs foram caracterizadas e os táxons Pseudeurotium 

hygrophilum, Pseudogymnoascusus verrucosus e Neobulgaria sp. ocorreram com maior 

frequência. No sedimento do Lago Central, próximo das estações antárticas, maiores 10 

concentrações de metais e menores valores de diversidade e riqueza fúngica foram detectados, 

ao contrário do Lago Norte, longe das estações. Os extratos de 40 isolados (15.4%) mostraram 

pelo menos uma atividade biológica contra T. cruzi, C. sphaerospermum ou herbicida, com 

destaque aos extratos de diferentes isolados de P. hygrophilum, os quais mostraram atividade 

seletiva para os alvos citados. A partir das amostras de sedimento de lagos não impactados, 15 

foram identificadas 42 UTOs, entre as quais os táxons endêmicos e/ou psicrófilos Thelebolus 

globosus, Vishniacozyma victoriae, Antarctomyces psychrotrophicus e P. verrucosus foram os 

mais frequentes. Entre os extratos produzidos por estes fungos, 60 (30,8%) apresentaram pelo 

menos uma atividade biológica contra Leishmania amazonensis, Plamodium falciparum, T. 

cruzi, C. sphaerospermum ou herbicida e nematicida; contudo, as atividades apresentadas não 20 

foram espécie dependente. Apesar das diferentes condições desfavoráveis à vida nos 

sedimentos marinhos e lacustres da Antártica, as comunidades fúngicas se mostraram ricas e 

diversas, com elevada dominância de espécies cosmopolitas. Os dados obtidos contribuem 

para um maior conhecimento das comunidades fúngicas presentes nos sedimentos marinhos e 

lacustres, considerados oligotróficos, pois muitas espécies foram relatas pela primeira vez. 25 

Para os lagos próximos as estações antárticas e afetados pelo turismo na região, o aumento de 

atividades antropogênicas pode afetar a diversidade e a composição da micota presente, e esta 

pode representar um modelo útil para o estudo do impacto antrópico na Antártica. Por fim, 

fungos obtidos a partir sedimentos representam uma fonte rica de metabólitos bioativos, os 

quais podem ser explorados como protótipos para novos fármacos e herbicidas menos tóxicos 30 

para a agricultura. 
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ABSTRACT 

Some ecosystems, such as deep sea, hypersaline lagoons, volcanic substrates, deserts and 

polar regions, have physicochemical conditions considered unfavorable to life and are 

characterized by the presence of microbial communities known as extremophiles, which may 

be composed mainly of viruses, bacteria, archaea and fungi. In extreme ecosystems, fungi 5 

have ecological importance in nutrient cycling, and due to their high genetic and metabolic 

plasticity, which throughout its evolution have been conditioned by large variations in salinity, 

temperature, radiation, water availability, pressure, acidity, etc. In Antarctica, the selective 

pressure provided by weather conditions, especially low temperatures and poor water 

availability, may have selected fungi with different survival strategies, including antifreeze 10 

production, changes in cell membrane composition and production of differentiated primary 

and secondary metabolites. Considering the diversity and potential production of 

biomolecules presented by extremophile fungi, basic and applied studies involving these 

microorganisms are of great interest because they represent a portion of the world's 

biodiversity and also a rich source of substances with potential application in biotechnological 15 

processes. Thus, the present study aimed to characterize the fungal communities present in 

Antarctic marine and lake sediments in order to evaluate them as potential producers of 

bioactive substances. In the different substrates evaluated were obtained 486 fungal isolates 

belonging to 111 operational taxonomic units (OTUs). In the Southern Shetlands marine 

sediment samples, most taxa belonged to the Penicillium genus, with abundance of P. allii-20 

sativi, P. palitans, P. solitum and P. chrysogenum, as well as Pseudoagymnoascus verrucosus 

and Acremonium fusidioides species. Regarding the prospecting of bioactive metabolites 

produced by these marine fungi, the extracts of 12 taxa were able to inhibit the growth of the 

phytopathogenic fungus Cladosporium sphaerospermum, among which the extracts of P. 

solitum and P. chrysogenum were the most active. All extracts have nematicidal activity. The 25 

extracts of 30 isolates (96.8%) presented herbicidal activity, of which 58% showed maximum 

inhibition of Allium schoenoprasum and/or Lactuca sativa germination, among which P. allii-

sativi, P. chrysogenum, P. solitum, P. palitans and A. fusidioides. were the most active. 

Different isolates of Penicillium spp. Potential producers of substances with antiplasmodial 

and trypanosomicidal activity were also shown. The eight extracts of the most active marine 30 

fungi were chemically characterized by their H
1
 Nuclear Magnetic Resonance (H

1
 NMR) 

spectra, indicating the presence of aromatic molecules, which may be responsible for the 
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expressive biological activities. The fungal communities present in lake sediments were 

analyzed from lakes impacted by anthropic activity and non-impacted lakes, both sampled in 

the archipelago of the South Shetlands. In the sediment samples from lakes impacted by 

anthropic activity, 63 OTUs were characterized and taxa Pseudeurotium hygrophilum, 

Pseudogymnoascusus verrucosus and Neobulgaria sp. occurred more frequently. In the 5 

Central Lake sediment, near the Antarctic stations, higher metal concentrations and lower 

diversity and fungal richness values were detected, unlike the North Lake, far from the 

stations. The extracts of 40 isolates (15.4%) showed at least one biological activity against T. 

cruzi, C. sphaerospermum or herbicide, with emphasis on extracts of different P. hygrophilum 

isolates, which showed selective activity for the mentioned targets. From sediment samples 10 

from non-impacted lakes, 42 OTUs were identified, among which the endemic and/or 

psychophilic taxa Thelebolus globosus, Vishniacozyma victoriae, Antarctomyces 

psychrotrophicus and P. verrucosus were the most frequent. Among the extracts produced by 

these fungi, 60 (30.8%) showed at least one biological activity against Leishmania 

amazonensis, Plamodium falciparum, T. cruzi, C. sphaerospermum or herbicide; However, 15 

the activities presented were not species dependent. Despite the different unfavorable 

conditions for life in Antarctic marine and lake sediments, the fungal communities were rich 

and diverse, with high dominance of cosmopolitan species. The data obtained contribute to a 

better knowledge of the fungal communities present in marine and lake sediments, considered 

oligotrophic, since many species were reported for the first time. For lakes near the Antarctic 20 

stations and affected by tourism in the region, increased anthropogenic activities may affect 

the diversity and composition of the present mycota, and this may represent a useful model 

for the study of anthropic impact in Antarctica. Finally, fungi obtained from sediments 

represent a rich source of bioactive metabolites, which can be exploited as prototypes for new 

drugs and herbicides less toxic to agriculture. 25 
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1. RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

Os fungos desempenham um papel vital nos ecossistemas como sapróbios, mutualistas 

e parasitas de plantas e animais (DIX & WEBSTER, 1995). Várias espécies possuem fácil 

dispersão e por isso são capazes de colonizar diferentes substratos em condições abióticas 

variáveis, como as encontradas na Antártica (RUISI et al., 2007; ROSA et al., 2019a). A 5 

Antártica, bem como outras regiões extremas do planeta, possui inúmeras adversidades 

ambientais como baixas temperaturas e disponibilidade de água, ciclos de congelamento e 

descongelamento e alta incidência de radiação ultravioleta (RUISI et al., 2007; 

STERFLINGER et al., 2012). Fungos presentes em ambientes extremos, como os da 

Antártica, são capazes de sobreviver em temperaturas inferiores a 0 °C e possuem diferentes 10 

estratégias adaptativas que permitem sua sobrevivência (ROBINSON et al., 2000). Estudos 

sobre a taxonomia, diversidade e biotecnologia de fungos antárticos ainda são escassos e os 

substratos/habitats mais estudados até o momento foram os solos, plantas líquens e a 

macroalgas (ROSA et al., 2019a). Pouco se sabe ainda a composição das comunidades de 

fungos presentes nos sedimentos marinhos e lacustres da Antártica. 15 

Nas profundezas do ambiente marinho, a ausência de luz solar, baixas temperaturas, 

alta pressão hidrostática e condições anóxicas fazem do fundo oceânico um abrigo para 

micro-organismos únicos e possivelmente desconhecidos, principalmente sedimentos 

marinhos da Antártica, que ainda permanecem praticamente inexplorados (NAGANO et al., 

2010). Fungos que habitam esses locais de deposição podem apresentar grande variabilidade 20 

metabólica, uma vez que lidam com intempéries que divergem muito dos ambientes mesófilos 

temperados e tropicais do restante do planeta. Até o momento apenas os estudos publicados 

por Vaz et al., (2011), Gonçalves et al., (2013; 2015), Laich et al. (2013),  López García et al., 

(2001) e Wentzel et al., (2019) abordaram a presença de fungos nos sedimentos marinhos da 

Antártica (ROSA et al., 2019b). 25 

Em substratos lacustres da Antártica, principalmente nas áreas livres de gelo (Antártica 

Marítima), os fungos presentes sofrem influência direta dos limitantes abióticos. Como 

mecanismos de tolerância, microrganismos adaptados ao frio podem produzir substâncias 

bioativas potenciais de interesse agro-industrial, como enzimas ativas a baixas temperaturas 

(FELLER & GERDAY, 2003), crioprotetores como trealose, exopolissacarídeos e proteínas 30 

anticongelantes (PHADTARE, 2004; XIAO et al., 2010; TSUJI et al., 2013, 2016). Além 

disso, fungos isolados de lagos já foram investigados como produtores de metabólitos 
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secundários com atividade biológica contra patógenos da área médica e células tumorais 

(BRUNATI et al., 2009; GONÇALVES et al., 2015).  

Considerando a plasticidade metabólica e as estratégias adaptativas dos fungos 

antárticos, pesquisas de relevância caracterizando a micobiota residente na região têm 

recebido atenção nas últimas décadas, devido a sua importância ecológica e potencial 5 

utilização em processos biotecnológicos (ROSA et al., 2019a). Nesse contexto, esta tese 

apresenta a identificação e caracterização das comunidades de fungos presentes em 

sedimentos marinhos e lacustres da Antártica, a fim de contribuir com conhecimentos sobre 

taxonomia, filogenia, diversidade, ecologia e biogeografia de comunidades pouco ou ainda 

não caracterizadas pela ciência. Além disso, os fungos obtidos foram avaliados quanto à 10 

capacidade de produzir substâncias bioativas, as quais podem representar protótipos para o 

desenvolvimento de fármacos para uso na medicina e pesticidas menos tóxicos para utilização 

na agricultura. 
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2. INTRODUÇÃO 

2.1 Antártica 

A Antártica é um continente com cerca de 14 milhões de km
2
 e coberta por uma 

camada de gelo maciço de aproximadamente 12 milhões de km
2
 de extensão (WYNN-

WILLIAMS, 1990; WILKINS et al., 2013). Os ventos catabáticos, provenientes das massas 5 

de ar frias e densas que se acumulam nos planaltos polares, fluem em direção ao mar e 

tendem a isolar a Antártica da influência térmica dos demais continentes (WYNN-

WILLIAMS, 1990).  

A Antártica é isolada dos outros continentes do mundo pelo Oceano Antártico e pela 

corrente circumpolar da Antártica (SMITH, 1991; WYNN-WILLIAMS, 1990). O continente 10 

antártico é considerado o lugar mais frio do planeta, sendo a temperatura mais baixa já 

registrada no continente de - 89,4 °C e a mais alta de 15 °C. O continente apresenta duas 

estações do ano: inverno e verão. Ao todo são seis meses com períodos de luz no verão e seis 

meses de completa escuridão no inverno. A temperatura média registrada no inverno é de - 

34,4 °C, sendo a temperatura no interior do continente muito menor que da costa (NASA, 15 

2018). 

Existe uma delimitação no continente em três zonas biogeográficas, Antártica 

subantártica, Antártica marítima e Antártica continental, sendo os ecossistemas terrestres e as 

características climáticas das três zonas muito distintos. Segundo Convey (2006), a zona 

subantártica inclui uma série de ilhas isoladas situadas em altas latitudes no Oceano Antártico, 20 

sendo o clima subantártico fortemente influenciado pelo oceano circundante, o que restringe 

sua variação de temperatura (as temperaturas médias mensais são positivas em 6 a 12 meses 

do ano). A Antártica marítima inclui a costa ocidental da Península Antártica, incluindo os 

arquipélagos das Shetland do Sul, Orkney do Sul e Sandwich do Sul, e as ilhas isoladas de 

Bouvet e de Pedro I. Como o subantártico, o clima da região marítima também sofre 25 

influência oceânica, especialmente durante o período do verão austral, após a perda do gelo 

marinho acumulado no inverno (as temperaturas do ar são positivas, mas < 2 °C, por 1 a 4 

meses do ano no verão, enquanto no inverno as médias permanecem negativas) (CONVEY, 

2006). Já a Antártica continental é muito maior em extensão, com grandes áreas desérticas, 

sendo as temperaturas médias registradas as mais extremas do planeta. Na costa a temperatura 30 

média do ar pode chegar a ser positiva, enquanto no interior, apenas negativa (CONVEY, 

2006).  
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O continente antártico é considerado um habitat extremo e constitui um dos ambientes 

mais inóspitos da Terra. Na perspectiva terrestre e aquática, o isolamento faz do continente 

um local onde a riqueza de espécies é baixa, sendo alguns ecossistemas continentais antárticos 

um dos mais simples da Terra, como p.ex. algumas comunidades endolíticas restritas a 

espécies de algas, fungos e bactérias (CHOWN, 2006). As temperaturas extremas, a baixa 5 

umidade, e a alta radiação incidente com longos períodos de escuridão completa, 

desencadearam múltiplos mecanismos de adaptação em diferentes espécies presentes na 

Antártica (COWAN & TOW, 2004). 

Anualmente, ciclos de congelamento e degelo ocorrem naturalmente devido às 

variações sazonais de temperaturas, que chegam as mais baixas já registradas durante o 10 

extremo frio do inverno. Sendo assim, a cobertura de gelo do mar da Antártida sofre variações 

bruscas durante o ano, pois em fevereiro possui a extensão de 3 milhões de km
2 

e no fim de 

setembro atinge cerca de 18 milhões de km
2
 (NASA, 2015). Essa expansão, por sua vez, 

altera radicalmente o clima da Antártica, tornando-a o exemplo mais extremo de sazonalidade 

do planeta, tanto no mar como em terra, devido à transição da seca continental para a 15 

marítima rodeada de gelo (PHILLPOT, 1985). 

Nos períodos mais frios (inverno no Hemisfério Sul) a superfície do gelo, dos 

continentes, dos lagos e dos mares antárticos, é essencialmente desprovida de água livre, 

adotando características de um deserto frio, até o início do degelo na primavera. Segundo 

Wynn-Williams (1990), a camada de gelo do planalto polar também não permite a ocorrência 20 

de água livre, pois é permanente durante o ano. Portanto, a água disponível se localiza em 

riachos, lagoas, lagos ou em saliências onde houve degelo de geleiras que fluíram do platô 

para os vales com menor altitude em relação ao mar. Existem também grandes áreas de solo e 

rocha expostos, algumas cadeias montanhosas e vales costeiros, onde a neve e o gelo 

derretem, mas raramente sublimam devido à influência dos ventos catabáticos (WYNN-25 

WILLIAMS, 1990).  

Além do estresse hídrico e térmico, a Antártica também representa um ambiente de 

estresse osmótico, pois com o congelamento da água formam-se microrregiões de soluções 

salinas concentradas a temperaturas abaixo de zero, abaixo do ponto de congelamento da água 

(-30 °C, mesmo na Antártica marítima). Este fenômeno é mais perceptível no gelo do mar, 30 

mas também ocorre em menor escala no gelo de água continental e no solo. Diferentes micro-

habitats transitórios são criados nas superfícies do gelo sazonalmente e esses podem ser 
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colonizados por micro-organismos e, além disso, a formação de regiões super-resfriadas 

salinas também selecionam espécies psicrotolerantes e halotolerantes (WYNN-WILLIAMS, 

1990). O processo de congelamento no inverno e degelo no verão também ocasiona uma 

transição frequente de ambientes anóxicos para aerados, assim algumas espécies de micro-

organismos antárticos também respondem à ausência de oxigênio, bem como a baixa 5 

disponibilidade de nutrientes (WYNN-WILLIAMS, 1990).  

O isolamento geográfico do continente e as condições extremas distinguem a Antártica 

dos demais ecossistemas, tornando-a um habitat natural para ocorrência de pequenos 

invertebrados, poucas plantas, espécies de aves e mamíferos, e de micro-organismos 

(SHIVAJI & PRASAD, 2009). A comunidade microbiana da Antártica é proveniente de 10 

propágulos carreados pelo ar atmosférico de outras regiões, já que milhões de toneladas de 

poeira contendo microrganismos viáveis, elementos traço e materiais orgânicos são 

transportados entre continentes a cada ano (CHOI et al., 1997; GARRISON et al., 2003). Para 

os fungos mais especificamente, a rota de dispersão mais importante é o transporte aéreo. Na 

Antártica, onde há limitações devido aos baixos níveis de partículas no ar (SATTLER & 15 

STORRIE-LOMBARDI, 2009), a dispersão também pode ocorrer pela dispersão local por 

pássaros, peixes e mamíferos, pela circulação oceânica e da água de degelo, entre outros 

vetores (VINCENT, 2000).  

 

2.2 Micobioma antártico e estratégias adaptativas  20 

Fungos vêm sendo caracterizados na Antártica desde o século XIX. O primeiro 

material coletado na Península Antártica, reconhecido como Sclerotium antarcticum, foi 

obtido durante a expedição Antártica Belga 1897-1899 (BOMMER & ROUSSEAU, 1905; 

GAMUNDI & SPINEDI, 1987). Desde então, diferentes espécies já foram caracterizadas, as 

quais pertencem aos filos Ascomycota, Basidiomycota e seus anamorfos, Chytridiomycota, 25 

Glomeromycota, Mucoromycota e Mortierellomycota (BRIDGE & SPOONER, 2012; ROSA 

et al., 2019a).  

Os fungos desempenham um papel essencial nos ecossistemas antárticos, os quais 

atuam como sapróbios e agem na biodegradação da matéria orgânica e na ciclagem de 

nutrientes, e também atuam como mutualistas e parasitas associados a plantas e animais 30 

presentes na Antártica (ROSA et al., 2019a). Além disso, os fungos antárticos apresentam 

diferentes morfologias, ciclos reprodutivos e formas de dispersão (RUSSELL, 1990; RUISI et 
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al., 2007). Propágulos fúngicos (esporos e fragmentos de hifas) são de fácil dispersão e por 

isso os fungos são capazes de colonizar e habitar diferentes substratos tais como solos, 

materiais lignocelulósicos, águas continentais e marinhas, neve (de MENEZES et al., 2017), 

bem como superfície e interior de plantas (endofíticos) e animais (DIX & WEBSTER, 1995; 

ARENZ et al., 2006; ROSA et al., 2009).  5 

Alguns ambientes da Antártica recebem propágulos microbianos de outras regiões 

como da porção austral da América do Sul, o que pode explicar a ocorrência de muitas 

espécies de fungos cosmopolitas na região (RUISI et al., 2007). Muitos dessas espécies 

podem estar presentes no ambiente Antártico como propágulos transitórios ou dormentes, 

associados a hospedeiros específicos, ou em outros substratos, podendo se adaptar a estilos de 10 

vida alternativos (BRIDGE, 2007). Entretanto existem espécies capazes de crescer e se 

reproduzir mesmo em baixas temperaturas que parecem ocorrer apenas no ecossistema 

antártico, e por isso, consideradas endêmicas (BRIDGE & SPOONER, 2012), como por 

exemplo as espécies Mortierella antarctica (ZYCHA et al., 1969), Thelebolus globosus (de 

HOOG et al., 2006), Antarctomyces psychrotrophicus (STCHIGEL et al., 2001) e 15 

Antarctomyces pellizariae (de MENEZES et al., 2017).  

De modo geral, fungos psicrófilos têm temperatura ótima de crescimento de 15 a 20 

°C, mas também são capazes de crescer em temperaturas ≤ 0 °C (MORITA, 1975; BRUNATI 

et al., 2009), os quais são prevalentes em habitats permanentemente frios, como nas regiões 

polares e em elevadas altitudes ou no mar profundo. Já os psicrotolerantes crescem em 20 

diferentes temperaturas, mesmo com taxas de crescimento ótimo de 15 °C a acima de 20 °C e 

predominantes em ambientes com baixas temperaturas periódicas (SHIVAJI & PRASAD, 

2009). De acordo com Robison et al. (2001), fungos psicrófilos foram selecionados pelos 

ambientes frios por suas diferentes características fisiológicas como a produção crioprotetores 

como açúcares, polióis, ácidos graxos, proteínas extracelulares e enzimas ativas pelo frio que 25 

protegem as células do congelamento intracelular. Leveduras psicrófilas produtoras de 

substâncias criprotetoras já foram descritas na Antártica, como Glaciozyma antarctica 

(HOSHINO & MATSUMOTO, 2012) que é conhecida por sua capacidade de formar colônias 

no gelo a partida da produção de proteínas anticongelantes (LEE et al., 2010) e 

polissacarídeos extracelulares (TSUJI et al., 2013). 30 

Na Antártica, fungos tolerantes ao frio (psicrófilos e psicrotolerantes) podem 

apresentar vias metabólicas diferenciadas ou únicas, e desta forma representar uma fonte de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Menezes%20GC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27900476
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diversidade química, o que os torna interessantes à comunidade científica no âmbito 

biotecnológico (ROSA et al., 2019a). Várias espécies de fungos da Antártica são descritas 

como adaptadas às baixas temperaturas, aos ciclos de congelamento e descongelamento, à 

baixa disponibilidade de água, de carbono orgânico e outros nutrientes, bem como, à 

dessecação e à alta radiação ultravioleta (COWAN & TOW, 2004; RUISI et al., 2007; 5 

STERFLINGER et al., 2012). Além disso, os taxa que estão presentes em solos, rochas e 

ambientes marinhos ainda lidam com o estresse osmótico provocado pela hipersalinidade 

desses locais (STERFLINGER et al., 2012).  

 

2.3 Fungos em ambientes aquáticos 10 

O ambiente aquático da Antártica compreende diferentes habitats como lagoas 

temporárias ou perenes, lagos salinos e de água continental, córregos de degelo, lagos 

formados pelo derretimento de gelo, fontes termais, mares e oceanos (OGAKI et al., 2019; 

ROSA et al., 2019b) . Tais áreas são colonizadas por fungos que habitam permanentemente a 

água durante todo seu ciclo de vida ou se originaram dela, bem como por espécies que estão 15 

presentes na água transitoriamente (DIX & WEBSTER, 1995). As zonas aquáticas estão em 

contato direto com rochas, solo e lama, e podem ser margeadas por vegetação, além da sua 

interface com o ar (zonas extra-aquáticas). A maioria dos fungos terrestres dispersam seus 

esporos e esses são depositados nas águas, carreados pelo ar, pela precipitação ou por 

inundações (DIX & WEBSTER, 1995). Já os fungos presentes em águas continentais e 20 

marinhas produzem esporos adaptados à dispersão em condições aquáticas, além disso, tais 

habitats possuem numerosos organismos que podem ser fonte de nutrientes para os fungos 

parasitas e/ou sapróbios (RAGHUKUMAR, 2017). 

As espécies fúngicas adaptadas para completar seus ciclos de vida em habitats 

aquáticos e não são encontrados fora desses ambientes são consideradas indígenas ou 25 

residentes; já aquelas lixiviadas ou dispersas pelo vento e que se encontram transitoriamente 

no sistema são chamados de transitórias (SHEARER et al., 2007). As espécies transitórias 

podem ser imigrantes ou migratórias; as imigrantes normalmente têm um habitat extra-

aquático e por dispersão, seus propágulos se depositaram na água, enquanto às migratórias, 

não regularmente, mas sim casualmente, alternam periodicamente entre habitats aquáticos e 30 

extra-aquáticos (DIX & WEBSTER, 1995). 
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Fungos aquáticos podem atuar como decompositores, mutualistas ou parasitas 

(WURZBACHER et al., 2011). De acordo com Dix & Webster (1995) os fungos aquáticos 

residentes são totalmente adaptados à vida na água e sua maioria é capaz de esporular na água 

e manter sua biomassa em níveis constantes à medida que os substratos e nutrientes se tornam 

disponíveis. Já os transitórios, por sua vez, ao adentrar no ambiente aquático podem chegar 5 

ativos, mas incapazes de esporular e colonizar novos substratos, bem como diminuir sua 

atividade em decorrência das mudanças na disponibilidade de oxigênio em relação ao seu 

habitat de origem, da perda de nutrientes pela lixiviação ou da competição com organismos 

melhor adaptados. 

Os principais grupos taxonômicos já relatados em habitats aquáticos são Ascomycota, 10 

Basidiomycota e seus anamorfos, Chytridiomycota e os não fúngicos Saprolegniales na classe 

Oomycetes. Segundo SHEARER et al. (2007) cerca de 3 mil espécies de fungos e 138 

espécies de Saprolegniales foram relatadas a partir de habitats aquáticos. O maior número de 

taxa compreende aos ascomicetos, incluindo taxa mitospóricos e os quitridiomicetos.  

Muitas espécies fúngicas têm sido descobertas em substratos aquáticos como 15 

sedimentos oceânicos de profundidade (EDCOMB et al., 2011; RÉDOU et al., 2015; 

GONÇALVES et al., 2013), água do mar aberto (BASS et al., 2007), lagos de água 

continental (TSUJI et al., 2013; GONÇALVES et al., 2012) e salinos (STANLEY & ROSE, 

1967) assim como ambientes extremófilos como fontes hidrotermais (LE CALVEZ et al., 

2009), lagos subglaciais congelados, mares e gelo da Antártica e do Ártico (GUNDE-20 

CIMERMAN et al., 2003; BUTINAR et al., 2006; D’ELIA et al., 2009; ROGERS et al., 

2013; GONÇALVES et al., 2017). Além de seu papel ecológico, a micobiota aquática tem 

sido alvo de pesquisas, principalmente, devido a sua variabilidade metabólica, a qual é 

responsável pela produção de metabólitos secundários de interesse médico, agro-industrial e 

também na área biorremediação, como decompositores de poluentes em águas contaminadas 25 

(GROSSART & ROJAS-JIMENEZ, 2016). 

Na Antártica, alguns autores têm realizado pesquisas envolvendo fungos isolados de 

água de lagos, sedimentos marinhos, água em mar aberto, invertebrados e macroalgas em 

diferentes regiões da Antártica marítima e continental (BRUNATI et al., 2009; DUARTE et 

al., 2013; GONÇALVES et al., 2015, 2017; CUI et al., 2016; FURBINO et al., 2018). Tais 30 

estudos demonstraram que esses organismos apresentam substâncias com atividades 

biológicas de interesse médico e agroindustrial. 
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2.3.1 Fungos de ambientes marinhos da Antártica 

O sedimento marinho compreende um depósito de partículas de rocha e solo carreadas 

de áreas terrestres para o oceano, por meio dos ventos, gelo, rios e correntes marítimas, 

produtos de vulcanismo submarino, precipitados químicos da água do mar e materiais do 5 

espaço (meteoritos), bem como de matéria orgânica proveniente de restos de organismos 

marinhos e vegetais, que se acumulam no fundo do mar (ONI et al., 2015). Os propágulos 

microbianos presentes no sedimento são responsáveis pela reciclagem da matéria orgânica. 

Segundo Hedges & Keil (1995), a composição da matéria orgânica dispersa no sedimento 

depende diretamente do tamanho da fonte, da profundidade da água e das taxas de 10 

sedimentação. 

Nos sedimentos de superfície, a matéria orgânica é facilmente degradada pelos 

microrganismos (COWIE & HEDGES, 1994; WAKEHAM et al., 1997), enquanto que a 

matéria orgânica menos reativa se acumula e fica enterrada no sedimento profundo 

(ZONNEVELD et al., 2010), assim os micro-organismos presentes nas camadas basais de 15 

sedimento requerem adaptações especiais para a utilização dessa matéria orgânica menos 

reativa e escalas de tempo mais longas para degradação dos nutrientes (MIDDELBURG, 

1989; BIDDLE et al., 2006; INAGAKI et al., 2006). Devido a essas estratégias adaptativas, 

pesquisas sobre a microbiota de sedimento profundo, em geral, têm sido realizadas a fim de 

investigar mecanismos moleculares e regulatórios de microrganismos do fundo oceânico, bem 20 

como produtos dos seus metabolismos, como proteínas, enzimas e outras substâncias, que 

podem ser de grande interesse na área de biotecnologia (SATYANARAYANA et al., 2005). 

Os ecossistemas marinhos representam um ambiente praticamente desconhecido em 

relação as suas comunidades microbianas, onde cerca de um milhão de micro-organismos 

(bactérias, arquéias, vírus e fungos) são encontrados por mililitro de água (GLÖCKNER et 25 

al., 2012). Nos ambientes marinhos, os micro-organismos são responsáveis pela ciclagem 

biogeoquímica de carbono, nitrogênio, fósforo, sílica, ferro e outros oligoelementos 

(NELSON et al., 1996; MOORE et al., 2002; MOREL & PRICE, 2003; VOSS et al., 2013).  

Em particular, os fungos se destacam devido a sua alta plasticidade e capacidade de 

produzir diferentes enzimas ou outros metabólitos como estratégias ecológicas. Os fungos 30 

marinhos são capazes de colonizar uma ampla variedade de substratos que variam de madeira 

e algas a sedimentos, lamas, solos, areia, corais, tubos calcários de moluscos, folhas 
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decompostas de mangues, gramíneas entre-marés e animais vivos, como os que crescem nos 

tubos digestórios de crustáceos (HYDE et al., 1998). Esses materiais quando caem na coluna 

d’água podem transportar propágulos dormentes de fungos terrestres ou de água continental 

que são passivamente lavados no meio marinho (JONES et al., 2015; RAGHKUMAR, 2017). 

Os ambientes marinhos abrangem colunas de água costeira, mar aberto e sedimento 5 

presente no fundo oceânico (RÉDOU et al., 2015). A distribuição de fungos nesses ambientes 

não é uniforme. As áreas costeiras sustentam diversas comunidades fúngicas de formas 

filamentosas e leveduriformes (RAGHKUMAR, 2017). Por outro lado, o mar aberto é 

considerado um deserto fúngico (KOHLMEYER & KOHLMEYER, 1979), trata-se de 

substrato oligotrófico onde os nutrientes são escassos e as enzimas secretadas pelos fungos 10 

são provavelmente perdidas pela rápida difusão na coluna de água (KOHLMEYER et al., 

2004). A difícil obtenção de formas cultiváveis explica a preponderância de estudos baseados 

em sequências, onde estruturas leveduriformes ascomicéticas e basidiomicéticas são relatadas 

como mais abundantes (BASS et al., 2007; KOHLMEYER & KOHLMEYER, 1979).  

O fundo oceânico, por sua vez, corresponde a 2/3 da superfície da Terra e abriga 15 

micro-organismos adaptados a sobreviver em condições impostas pela grande profundidade 

(NAGANO et al., 2010; RÉDOU et al., 2015). Com habitats hidrotermais, anóxicos e de 

baixas temperaturas, o mar profundo é reconhecido como um ambiente em sua maior parte 

estável, frio e escuro, caracterizado pela ausência de luz solar, baixas temperaturas, alta 

pressão hidrostática e baixa disponibilidade de nutrientes (NAGANO et al., 2010; 20 

RHAGHUKUMAR et al., 2010). As comunidades microbianas do fundo oceânico são 

responsáveis por um teor de carbono celular total de aproximadamente 3 x 10
17

 g 

(WHITMAN et al., 1998). Tais comunidades compreendem bactérias, arqueias, protistas e 

fungos (SNELGROVE et al., 1997). Grande parte dos estudos têm abordado procariotos em 

amostras marinhas de profundidade (DELONG & PACE, 2001; SOGIN et al., 2006; 25 

HONGXIANG et al., 2008; LUNA et al., 2009; SASS & PARKES, 2011), porém pouco se 

sabe a respeito dos fungos em amostras profundas. 

Os fungos habitantes de sedimentos marinhos profundos foram isolados pela primeira 

vez em amostras coletadas no Oceano Atlântico a 4.450 m de profundidade (ROTH et al. 

1964). Estudos da comunidade fúngica de sedimentos marinhos profundos, até o momento, 30 

mostram uma baixa diversidade de indivíduos, sendo a maioria baseada em estudos de fungos 

não cultiváveis (RAGHUKUMAR et al., 2004; NAGANO et al., 2010; EDGCOMB et al., 
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2011; SINGH et al., 2012; RÉDOU et al., 2015). A fim de avaliar a diversidade de fungos de 

sedimentos marinhos profundos, Singh et al. (2012) coletaram testemunhos de 5000 m de 

profundidade na Bacia do Oceano Índico Central e identificaram gêneros como Rhodotorula, 

Aspergillus, Candida e Nectria. Rédou et al. (2015) investigaram comunidades de fungos de 

testemunhos de aproximadamente 2000 m do fundo do mar, da bacia de Canterbury (Nova 5 

Zelândia), onde foram isolados 21 gêneros de fungos pertencentes aos filos Ascomycota e 

Basidiomycota. Dentre eles, os gêneros Exophiala, Fusarium, Penicillium, Rhodotorula e 

Meyerozyma foram detectados tanto por métodos dependentes de cultivo quanto 

independentes, como a metagenômica. 

Quando se trata de sedimentos marinhos antárticos, há poucos relatos na literatura 10 

sobre a presença de fungos. López-Gacía et al. (2001) avaliaram a diversidade de eucariotos 

em amostras de sedimento no limite frontal da Antártida ao longo da passagem Drake, onde 

apenas um táxon fúngico foi encontrado em amostras de mais de 3.000 m de profundidade e 

cujo gênero não foi identificado. Gonçalves et al. (2013) obtiveram vários isolados de 

Penicillium solitum de sedimentos marinhos de 100, 500, 700 e 1.100 m na Baía do 15 

Almirantado da Ilha Rei George, os fungos obtidos apresentaram perfis de atividade amilásica 

e esterásica. Fungos marinhos da Antártica precisam se adaptar e obter diferentes capacidades 

metabólicas que divergem das intempéries apresentadas pelo ambiente terrestre. Nesse 

sentido, estudos envolvendo diversidade e ecologia de fungos marinhos, estudos de 

prospecção de metabólitos bioativos também se tornam promissores, já que esses fungos 20 

podem constituir uma fonte praticamente inexplorada, a partir da qual novos protótipos de 

fármacos podem ser descobertos.  

 

2.3.2 Fungos em ambientes lacustres da antártica 

Há escassez de relatos sobre micro-organismos em lagos de água continental no 25 

continente antártico e a maior parte é voltada para as áreas da Antártica marítima. Quanto à 

diversidade da microbiota dos lagos, existe uma variação nas comunidades de micro-

organismos de acordo com o gradiente de temperatura que ocorre latitudinalmente do 

hemisfério norte até o sul (HYDE et al., 2016), bem como quanto a composição físico-

química da água que influencia o desenvolvimento de determinados grupos de micro-30 

organismos. Na Antártica, segundo Ellis-Evans (1996), o índice de estado trófico, o qual 

avalia a qualidade de água pelo grau de trofia, é maior no extremo norte do continente e reduz 
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consideravelemnte rumo ao sul; há também uma grande variedade de micro-organismos que 

ocorrem em toda a extensão latitudinal da Antártica.  

As áreas ao norte, que compreendem a Península Antártica e as Ilhas Shetland do Sul 

na Antártica marítima, possuem temperaturas mais elevadas durante o ano em relação ao 

restante do continente antártico (NEWSHAM et al., 2015) e isso consequentemente influencia 5 

nas comunidades microbianas dos corpos d’água presentes na região. As mudanças climáticas 

que vem modificando ambientes em todo o globo também tiveram contribuição no aumento 

ds temperaturas médias da Península Antártica, o que, consequentemente, de acordo com 

Ellis-Evans (1996), pode ter refletido na atividade microbiana lacustre em determinados 

períodos do ano. Estudos mostram que nos últimos 40 a 50 anos, na Península Antártica, 10 

houveram alterações rápidas de temperatura (cerca de 2 °C) e, mesmo com a permanência das 

baixas temperaturas ao longo de todo o ano, os lagos da região responderam mais rapidamente 

às mudanças climáticas em comparação a outras áreas da Antártica (QUAYLE et al., 2002).  

Em grande parte da Península Antártica, sobretudo nas áreas livres de gelo, os lagos 

são as principais zonas de escoamento para a água de derretimento das geleiras e/ou da neve 15 

acumulada, portanto os ciclos de descongelamento, que ocorrem durante o verão, podem ser 

responsáveis pela formação de pequenos riachos e lagos, os quais se alimentam dessas águas 

de derretimento fruto do aumento das temperaturas (OGAKI et al., 2019). Solutos e materiais 

particulados das áreas de captação são carreados pela água e depositados nos sedimentos dos 

lagos, os quais podem contribuir com os processos biogeoquímicos lacustres (ALFONSO et 20 

al., 2015). Na maioria dos lagos da Antártica, a ciclagem de nutrientes ocorre devido à 

atividade de comunidades bentônicas de cianobactérias e bactérias, bem como outros micro-

organismos, como os fungos (ELLIS-EVANS, 1996; GONÇALVES et al. 2012).  

Os fungos que habitam substratos lacustres da Antártica sofrem influência direta dos 

processos de congelamento e degelo ao longo do ano, da alta radiação ultravioleta no verão 25 

versus períodos de escuridão no inverno (OGAKI et al., 2019). A baixa diversidade florística 

das margens, a ausência de peixes, e a baixa biomassa de zooplâncton, características dos 

lagos antárticos (LAYBOURN-PARRY et al., 1997), também limitam a disponibilidade de 

nutrientes, já que a maioria dos fungos atuam na decomposição de matéria orgânica, ou como 

endofíticos e parasitas (MCINNES 2003; WURZBACHER et al., 2011; KOIVUSAARI et al., 30 

2019). Entre os substratos lacustres da Antártica em que já foram identificados fungos, estão 

consórcio microbiano marginal (BRUNATI et al., 2009), solo marginal e sedimentos (TSUJI 
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et al., 2013; GONÇALVES et al., 2015) e água (GONÇALVES, et al., 2012). Brunati et al. 

(2009) isolaram fungos associados a consórcios microbianos das margens de lagos da região 

de Larsemann Hills, Vestfold Hills e McMurdo Dry Valleys. Gêneros de fungos psicrófilos 

como Thelebolus e Pseudogymnoascus foram identificados, bem como os cosmopolitas 

Acremonium, Aspergillus, Beauveria, Cladosporium, Curvularia e Penicillium. 5 

Na área de Skarvsnes, Antártica, Tsuji et al. (2013) isolaram 71 fungos de sedimentos 

lacustres dos gêneros Dioszegia, Leucosporidium (Glaciozyma), Mrakia, Pseudogymnoascus 

e Thelebolus. Dentre os fungos obtidos, Glaciozyma antarctica e Rhodotorula glacialis 

demonstraram atividade anticongelante. Na Antártica Marítima, Ilhas Shetland do Sul, 

Gonçalves et al. (2012) isolaram 128 fungos de águas de lagos das Ilhas Rei George e 10 

Deception, sendo os táxons mais frequentemente isolados foram aqueles dos gêneros, 

Cadophora, Cladosporium, Mortierella, Penicillium, Pseudogymnoascus e Thelebolus, bem 

como o endêmico Antarctomyces. Em amostras de sedimento de lago, ainda nas Ilhas 

Shetland do Sul, Gonçalves et al. (2015) também identificaram espécies de Aspergillus, 

Cosmospora, Penicillium e Pseudogymnoascus. 15 

Fatores abióticos e bióticos exercem grande pressão seletiva nesses fungos e estes por 

sua vez podem ser selecionados por sua composição de ácidos graxos na membrana celular, 

produção de substâncias anti-congelantes intra e extracelulares (trealose, açúcares 

crioprotetores, proteínas, polióis) e capacidade de produzir enzimas frio-ativas (ROBINSON 

et al., 2000). Essas substâncias fúngicas, bem como outros metabólitos secundários, podem 20 

ter diferentes aplicações, sendo de grande interesse industrial, médico e na agricultura. 

 

2.4 Bioprospecção de metabólitos bioativos de fungos extremófilos 

Metabólitos secundários ou produtos naturais são substâncais orgânicas de baixo peso 

molecular com estruturas químicas complexas e diversas funções fisiológicas (BÉRDY, 2005; 25 

NIU & TAN, 2013; JOYCE et al., 2011). O metabolismo secundário evoluiu na natureza em 

resposta às necessidades e desafios do ambiente natural, onde se espera que a produção de 

metabólitos secundários forneça alguma vantagem competitiva ao produtor, por exemplo, 

eliminar nutrientes ou organismos competidores (DEMAIN & VAISHNAV, 2011; JOYCE et 

al., 2011). Estudos de bioprospecção de metabólitos bioativos têm focado micro-organismos 30 

pouco caracterizados e capazes de sobreviver em condições adversas, como por exemplo, 
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espécies de bactérias e fungos extremófilos (FERRER et al., 2007; PETTIT, 2011; PASCALE 

et al., 2012). 

Os metabólitos produzidos por fungos incluem terpenos, policetídeos, alcalóides, 

poliacetilenos, quinonas, antibióticos, pigmentos entre outras sbustâncias bioativas 

(CHRISTENSEN, 1989; BUZZINI et al., 2012; NIU & TAN, 2013; GODINHO et al., 2015). 5 

Muitos desses metabólitos têm aplicações agrícolas e médicas, sendo importantes em 

processos biotecnológicos como protótipos estruturais para o desenvolvimento de novos 

antimicrobianos, antioxidantes, imunomoduladores, anticancerígenos, bem como herbicidas 

menos tóxicos para a agricultura (BUZZINI et al., 2012; SANTIAGO et al., 2012; 

GODINHO et al., 2015).  10 

Os fungos extremófilos vivem em condições extremas e limitantes de sobrevivência o 

que os torna metabolicamente distintos de outros organismos mesófilos (ZHANG et al., 

2018). Muitos desses fungos já foram identificados por produzirem diferentes metabólitos 

secundários (produtos naturais) com diferentes atividades biológicas. Alguns exemplos de 

substâncias já caracterizadas produzidas por fungos extremófilos são as: micosporinas, 15 

asperelinas, geomicinas e citochalasinas. Exemplods de estruturas químicas das respectivas 

moléculas bioativas citadas estão representadas na Figura 1.  

As micosporinas ou aminoácidos do tipo micosporina (MAAs) são metabólitos 

secundários que podem ser usados na produção de protetores solares pela indústria cosmética 

e farmacêutica (CARRETO & CARIGNAN, 2011). As moléculas de micosporina contêm um 20 

anel central de ciclohexenona ou ciclohexenimina (item A, Figura 1) que se acredita absorver 

a luz UV e acomodar os radicais livres (que as agrega função antioxidante) 

(BANDARANAYAKE, 1998; CARRETO & CARIGNAN, 2011). Alguns exemplos de 

micosporinas como a micosporina-glutaminol-glicosídeo e a micosporina-glutamicol-

glicosídeo (item A, Figura 1) são produzidas pela levedura negra halotolerante 25 

Aureobasidium pullans isolada de ambiente hipersalino do ártico (KOGEJ et al., 2006). As 

asperelinas, por sua vez, são substâncias fúngicas bioativas conhecidas como peptaibóis, uma 

classe de peptídeos lineares ou cíclicos constituídos por cadeias de 4-21 resíduos de 

aminoácidos, onde há um ácido α-aminoisobutírico ou α metil alanina, terminando em um 

álcool C-terminal (item B, Figura 1) (CHUGH & WALLACE, 2001; REN et al., 2009). As 30 

cadeias anfipáticas dos peptaibóis formam canais iônicos dependentes de voltagem nas 

membranas celulares, levando a lise das células alvo (CHUGH & WALLACE, 2001). Como 
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exemplos de estrutura química das asperelinas estão as A e B obtidas do fungo marinho 

Trichoderma asperellum isolado de sedimento da Ilha Pinguim na Antártica, representadas no 

item B, Figura 1 (REN et al., 2009 e 2013). 

Segundo Li et al. (2008), as geomicinas são derivados de ácido astérico com atividade 

antimicrobiana, como por exemplo as geomicinas: A, B e C, obtidas do fungo da Antártica 5 

Pseudogymnoascus sp. (item C, Figura 1) que em ensaios biológicos as moléculas já 

apresentaram atividade antimicrobiana contra algumas cepas de referência de Aspergillus 

fumigatus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e/ou Streptococcus pneumoniae (NCBI, 

2019a). Já as citocalasinas são um grupo diverso de peptídeos não ribossomais e policetídeos 

com uma gama de funções biológicas, incluindo atividade antitumoral que já foi descrita para 10 

as moléculas Z24 e Z25 (item D, Figura 1) obtidas do fungo do Ártico Eutypella sp. D-1 

(LIU et al., 2014). 
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Figura 1. Estruturas químicas de moléculas bioativas isoladas de fungos extremófilos. A – micosporinas. B – asperelinas (A e B). C – geomicinas 

(A, B e C). D – citocalasinas. 
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Ambientes marinhos abrigam fungos associados com algas e que coabitam com 

invertebrados, especialmente corais e esponjas, bem como aqueles presentes em detritos e em 

sedimentos marinhos (RHAGHUKUMAR, 2008). Fungos marinhos são diversificados, e já 

têm sido caracterizados quimicamente quanto sua produção de metabólitos secundários com 

potencial antibacteriano, antifúngico, antiviral, antioxidante, citotóxico, antitumoral e anti-5 

inflamatório (MAYER et al., 2013). A cefalosporina C (Figura 2) produzida por Acremonium 

chrysogenum foi o primeiro metabólito bioativo isolado de um fungo marinho (BUGNI & 

IRELAND, 2004); é um antibiótico da classe das cefalosporinas que atua na síntese da parede 

celular de bactérias, catalisando a transpeptidação de peptidoglicano (NCBI, 2019b). Depois 

dessa descoberta, outras substâncias com atividades biológicas foram caracterizadas a partir 10 

de espécies dos gêneros Aspergillus, Cephalosporium, Fusarium e Penicillium bem 

conhecidos como produtores (MANIMEGALAI et al., 2013).  

 

Figura 2. Estrutura química da molécula bioativa cefalosporina C produzida pelo fungo 

marinho Acremonium chrysogenum. 15 

 

Mais de 4 mil metabólitos de fungos foram relatados até o momento (TIWARI et al., 

2014). Com respeito aos fungos marinhos, de 5 a 7 mil espécies já foram avaliadas 

quimicamente e diversos metabólitos biológicos foram detectados para essas espécies 

marinhas, incluindo alcalóides, macrolídeos, quinonas, peptídeos cíclicos, xantonas, 20 

terpenóides, isoprenóides e outros aromáticos (ZHANG & KIM, 2012; LIANG et al., 2014; 

HASAN et al., 2015). Entretanto, poucas espécies da Antártica foram quimicamente 

investigadas até o momento. 
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Extratos de fungos provenientes de amostras de solo, da porção continental da 

Antártica, foram avaliados por Godinho et al. (2015) quanto às atividades antiviral, 

antibacteriana, antifúngica, antiparasitária, antitumoral, herbicida e inseticida. Uma espécie de 

Aspergillus e quatro de Penicillium apresentaram atividade antimicrobiana, antitumoral e 

herbicida, e a maioria dos extratos, analisados por ressonância magnética nuclear protônica 5 

(RMN 
1
H), indicou a presença de bioativos protonados em regiões aromáticas e olefínicas. 

Gonçalves et al. (2015) também avaliaram extratos etanólicos de fungos antárticos 

recuperados de sedimento marinho e lacustre, solo e rizospfera de gramíneas, cujas análises 

espectrais por RMN 1H do extrato de Purpureocillium lilacinum isolado de solo indicou a 

presença de metabólitos bioativos aromáticos capazes de inibir em 100% o crescimento de 10 

formas intracelulares amastigotas de Trypanossoma cruzi, Paracoccidioides brasiliensis e S. 

aureus, importantes patógenos clínicos.  

Em ambientes marinhos da Antártica estudos prospectaram fungos associados a 

hospedeiros vegetais e animais, os quais avaliaram extratos frente a diferentes ensaios 

biológicos. Godinho et al. (2013) mostraram alta e seletiva atividade antifúngica e/ou 15 

tripanosomicida de extratos de Penicillium chrysogenum recuperado da macroalga endêmica 

da Antártica Palmaria decipiens. Furbino et al. (2014) obtiveram fungos associados aos talos 

das macroalgas Monostroma hariotii e Porphyra endiviifolia coletadas nas regiões 

infralitorais das Ilhas Elephant, Rei George e Deception na Península Antártica. Ao todo, dos 

50 táxons de fungos algícolas encontrados, quatro apresentaram atividade antifúngica contra 20 

patógenos clínicos e da agricultura e Penicillium steckii foi capaz de produzir extrato com 

atividade antiviral contra o vírus da febre amarela.  

Fungos isolados de invertebrados marinhos também já foram avaliados quanto à 

produção de substâncias bioativas. Contudo, existem apenas dois trabalhos na literatura para a 

região da Antártica, os quais foram obtidos de espojas marinhas (HENRÍQUEZ et al., 2014) e 25 

do microcrustáceo Euphausia superba (CUI et al., 2016). Henriquez et al. (2014) obtiveram 

isolados recuperados de 11 táxons de esponjas marinhas na Ilha Fildes, também na Península 

Antártica. Dentre os extratos fúngicos obtidos, os provenientes dos gêneros Cladosporium, 

Epicoccum, Penicillium e Pseudogymnoascus apresentaram atividade antibacteriana contra as 

bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Além disso, o gênero 30 

Pseudogymnoascus também apresentou efeito positivo na inibição de formação de galhas em 

amostras de batata, sendo de interesse também como potencial precursor de substâncias anti-
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fitopatógenas. Cui et al. (2016) isolaram fungos associados a espécie de krill antártico – 

Euphausia superba capazes de inibir o crescimento de bactérias patogênicas aquáticas. Nesse 

mesmo trabalho os autores isolaram sete substâncias (ácido trimetilbenzóico, citreoroseína, 

pinselina, citrinina, dihidrocitrinona, penicitrinona e quinolactacina) da espécie Penicillum 

citrinum que apresentaram citotoxicidade moderada a forte contra células tumorais A549, 5 

K562 e MCF-7. 

Fungos extremófilos presentes na água dos lagos antárticos foram capazes de produzir 

moléculas bioativas. Brunati et al. (2009) isolaram dois metabólitos bioativos (bis-

antraquinonas: rugulosin e skyrin) produzidos por P. chrysogenum e frações de duas espécies 

de Aspergillus presentes de consórcio microbiano de lagos, tais compostos apresentaram 10 

atividade antimicrobiana e capacidade citotóxica em células de carcinoma humano, 

respectivamente. Tais micro-organismos tornam-se interessantes às pesquisas científicas em 

estudos de diversidade e ecologia e evolução microbiana e também de biotecnologia, como 

potenciais produtores de biomoléculas protótipos de novos fármacos. 

 15 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral  

Caracterizar a comunidade de fungos cultiváveis presentes em amostras de sedimentos 

marinhos e lacustres da Antártica e avaliar seu potencial como produtores de metabólitos 

bioativos de interesse na medicina e na agricultura. 5 

 

3.2 Objetivos Específicos  

 Coletar sedimentos lacustres e marinhos de diferentes regiões e profundidades da 

Península Antártica para o isolamento dos fungos extremófilos;  

 Identificar todos os fungos por meio de técnicas morfo-fisiológicas e de biologia 10 

molecular;  

 Contribuir para a preservação ex situ dos fungos obtidos por meio da montagem de uma 

coleção de culturas temática de fungos antárticos; 

 Caracterizar a diversidade das comunidades de fungos encontradas;  

 Preparar extratos a partir do cultivo dos fungos obtidos e avaliar as atividades: 15 

o Antifúngica contra Cladosporium sphaerospermum, 

o Antiparasitária contra formas amastigotas de Leishmania amazonesis, 

o Antiaparasitária contra formas tripomastigotas de Trypanossoma cruzi, 

o Antiparasitária contra Plasmodium falciparum, 

o Antiviral frente ao vírus da dengue do sorotipo 2,  20 

o Herbicida frente a modelos de plantas mono e dicotiledôneas, 

o Nematicida contra Caenorhabditis elegans. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Fungos em sedimentos marinhos 

4.1.1 Coleta e processamento das amostras de sedimento marinho 

Os testemunhos de sedimento foram obtidos por meio de um amostrador Gravity-

Corer em diferentes sítios marinhos das Ilhas Shetland do Sul, Antártica, durante a Operação 5 

Antártica XXXV no verão austral de 2014 e 2015. Os testemunhos de 150 e 250 m foram 

coletados na Baía Maxwell, o de 550 m no mar das Ilhas Shetlands do Sul e o mais profundo 

de 1463 m no Oceano Antártico. Assim que coletados, os testemunhos foram fracionados em 

secções de 10 cm, as quais foram armazenadas a - 20 °C e encaminhadas para o Brasil até 

serem processados. A fração mais basal dos testemunhos coletados foi usada neste trabalho. 10 

Um descongelamento gradual a 4 °C 24 h antes foi realizado antes do isolamento e três 

alíquotas A, B e C foram obtidas das partes centrais de cada secção para evitar contaminações, 

essas posteriormente foram usadas para os inóculos.  

 

4.1.2 Isolamento de fungos em sedimento marinho 15 

Para o isolamento dos fungos em sedimento foram usados os meios de cultura: Ágar 

Batata Dextrose (BDA), Ágar Sabouraud (ASd), Ágar fubá (CMA), Ágar Czapek-dox (CZA) 

e Ágar extrato de malte (MEA) na proporção de 1:5 para simular condições baixas de 

nutrientes de sedimentos profundos como descrito por Damare et al., 2006 e Redou et al., 

2015. Além dos meios diluídos, o inóculo foi realizado nos meios Ágar marinho 2% (p / v) de 20 

glicose (AM) e Ágar Sabouraud 4% (p / v) de glicose (AS), todos os meios contendo 100 

mg.mL
-1

 de cloranfenicol (Sigma/EUA) prevenindo o crescimento de bactérias. Tendo em 

vista o baixo número de isolados obtidos por uma única técnica de isolamento, três técnicas 

foram realizadas: 

(a) Técnica 1: Foram adicionados 1 g de cada alíquota (A, B e C) a 1 mL de água 25 

marinha – sal marinho 30 g L
-1

 (Sigma, EUA) em microtubos, esses foram 

homogeneizados e 100 μL de cada suspensão foram plaqueados; 

(b) Técnica 2: Plaquelamento do sedimento puro em forma de esfregaço; 

(c) Técnica 3: Enriquecimento usando 1 g de cada alíquota adicionados a 5 mL de 

meio líquido (os mesmos meios citados acima, porém sem adição de ágar) sob 30 

agitação 120 rpm a 10 °C por 7 dias, após o período de incubação, 100 μL de cada 

solução foi plaqueada. 
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Os inóculos em duplicata foram incubados a 10 °C e o crescimento de colônias 

fúngicas foi observado durante 30 dias. As colônias foram quantificadas (UFC g
-1

), 

considerando cada técnica de isolamento, e purificadas em meio AM. Características 

macromorfológicas (cor e textura de colônia, tipo de borda e taxa de crescimento radial) 

foram usadas para agrupamento e posterior identificação molecular. 5 

 

4.2 Fungos em sedimentos lacustres 

4.2.1 Coleta e processamento das amostras de sedimentos lacustres 

Duas coletas de sedimento lacustre foram realizadas em colaboração com a equipe dos 

Professores Rosemery Vieira e Arthur Ayres, ambos da Universidade Federal Fluminense, RJ. 

A primeira coleta foi realizada durante a Operação Antártica XXXIV (OA XXXIV) no verão 

de 2016. As amostras de sedimentos lacustres foram coletadas em três lagos da Península 

Fildes Ilha Rei George, Península Antártica (Figura 3). A segunda coleta foi realizada durante 

a Operação Antártica XXXV durante o verão de 2016 em oito lagos de diferentes ilhas na 

Península Antártica (Figura 4).  
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Figura 3. Imagens das áreas de coleta das amostras de sedimento lacustre durante a OA 

XXXIV. Ilha Rei George, Península Fildes: A – Lago Fildes Norte; B – Lago Fildes Central; C 

– Lago Fildes Sul. 5 
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Figura 4. Imagens das áreas de coleta das amostras de sedimento lacustre durante OA XXXV. 

Ilha Rei George, Baia do Almirantado: A – Lago Punta Hannequin; E – Lago Wanda B; F – 

Lago Wanda A. Ilha Deception, Creater Lake: B – Lago Deception A, C – Lago Deception B; 

Ilha Deception, Whalers Bay: D – Lago Kroner. Ilha Elefante, Refúgio Emilio Goeldi, BR: G 5 

– Lago Elefante. Ilha Pinguim: H – Lago Pinguim. 
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Todos os testemunhos lacustres foram coletados manualmente usando canos de PVC 

de 60 mm de diâmetro por 50 cm de altura devidamente desinfestados para evitar 

contaminações. Foram realizadas lavagens com solução de hipoclorito de sódio 1,5 % por 10 

min, com água destilada e solução de etanol 70 %, posteriormente a secagem ocorreu em 

fluxo laminar sob luz UV e os canos foram mantidos em sacos esterilizados até o momento do 5 

uso. Os testemunhos obtidos foram seccionados em frações de 5 cm referentes ao topo, meio e 

base (Figura 5), dependendo do tamanho total do testemunho obtido. Alíquotas de cada 

secção foram retiradas em triplicata A, B e C edevidamente acondicionadas a - 20 °C até a 

realização dos cultivos no Brasil. 

 10 

 
 

Figura 5. Esquema de seccionamento dos testemunhos de sedimento lacustre. A imagem à 

esquerda representa os testemunhos ao serem seccionados em Topo, Meio e Base; à direita a 

obtenção das três alíquotas A, B e C de cada secção para fins de isolamento de fungos. 15 

 

4.2.2 Isolamento de fungos em sedimentos lacustres 

A fim de isolar fungos presentes nas amostras de sedimento lacustre, 1 g de sedimento foi 

ressuspendido em 1 mL de salina 0,9%, de tal suspensão 100 μL foram plaqueados nos meios: 

i) DRBC – Ágar Dicloran Rosa Bengala, composição: Peptona 0,5 %, glicose 1 %, KH2PO4 20 

0,1 %, MgSO₄ ·7H₂ O 0,05 %, dicloran 0,0002 %, rosa begala 0.0025 % e ágar 2 % (Oxoid, 

USA); ii) MEA – Ágar Extrato de Malte, composição: Extrato de malte 5 %, ágar 2%; iii) 

MM – Meio mínimo, composição: Peptona 0,025 %, glicose 0,5 %, K2HPO4 0,698 %, 
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KH2PO4 0,544 %, (NH4)2SO4 0,1%, MgSO₄  . 7 H₂ O 0,11 %, ágar 2 %. Todos os meios 

foram suplementados com 100 mg.mL
-1

 de cloranfenicol (Sigma/EUA) a fim de evitar o 

crescimento de colônias bacterianas. As placas de Petri contendo os meios de cultura foram 

incubadas a 10 °C e o crescimento de colônias monitorado por 60 dias. As colônias obtidas 

foram quantificadas em unidade formadora de colônias por grama (UFC g
-1

) e purificadas em 5 

novas placas para preservação com os mesmos meios de isolamento, com exceção dos 

isolados obtidos do meio DRBC, cuja preservação foi feita no meio APG – Ágar peptona 

glicose de composição semelhante, sem acréscimo dos antifúngicos (Peptona 0,5%, glicose 

1%, KH2PO4 0,1%, MgSO₄ ·7H₂ O 0,05%, ágar 2%). Características macromorfológicas 

(cor e textura de colônia, tipo de borda e taxa de crescimento radial) foram usadas para 10 

agrupamento e posterior identificação molecular.  

 

4.3 Preservação dos fungos 

Para a preservação de fungos, discos de 3 mm diâmetro de ágar contendo micélio ativo 

das culturas puras dos fungos filamentosos foram adicionadas em frascos de vidro contendo 15 

água destilada esterilizada a temperatura ambiente (CASTELLANI, 1967) e em glicerol 15% 

a -80 °C, ambos os ensaios em duplicata. As culturas puras das leveduras foram inoculadas 

em meio GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 1% e de fosfato de 

sódio 0,2%) e, após o período de 48-72 h, foi retirada uma alíquota de 1 mL deste caldo com a 

levedura para criotubos esterilizados e acrescido 20% de glicerol e depositadas no ultrafreezer 20 

a -80 °C. Todos os fungos obtidos foram depositados na Coleção de Micro-organismos e 

Células do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG, 

com o código UFMGCB. 

 

4.4 Identificação dos fungos 25 

4.4.1 Identificação de fungos filamentosos  

As colônias foram agrupadas por meio de análises macro-morfológicas quanto à 

coloração, formato, borda, relevo e coloração. Posteriormente, análises moleculares foram 

realizadas a fim de identificar a espécie fúngica. O agrupamento molecular foi realizado por 

meio da técnica de PCR microsatélite (PCR-MST), também chamada “DNA fingerprint”, 30 

usando como iniciador o oligonucleotídeo sintético (GTG)5. Em seguida, um indivíduo de 

cada grupo foi submetido à identificação por meio da amplificação da região transcrita interna 
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(ITS1-5.8S-ITS2) do gene do rRNA, a amplificação parcial do gene da β-tubulina e/ou gene 

RNA polimerase II. A escolha da região a ser amplificada foi determinada de acordo com os 

gêneros encontrados por meio da amplificação da região ITS (para alguns táxons identifica 

apenas em nível de gênero). 

 5 

4.4.1.1 Extração de DNA total 

 A extração de DNA total seguiu a metodologia descrita por Rosa et al. (2009). O 

cultivo dos fungos filamentosos foi realizado no meio de isolamento de cada morfotipo 

encontrado e incubado por 7 a 14 dias. Após o período de incubação, uma porção do micélio 

foi adicionada em microtubos de 2 mL acrescidos de 400 μL de tampão de lise (Tris-HCl 0,05 10 

M, EDTA 0,005 M, NaCl 0,1 M e SDS 1%) que foram mantidos em repouso a -20 ºC por no 

mínimo 30 min. Aos tubos contendo micélio foi adicionado de duas a três pérolas de aço 

inoxidável e os mesmos foram submetidos à trituração com auxílio de microdesmembranador 

sob intensa agitação. Após homogeneização foram adicionados 162 μL de CTAB (Tris 2M, 

NaCl 8,2%, EDTA 2M e CTAB 0,2%) e os tubos foram incubados a 65 ºC por 40 min. Em 15 

seguida, foram acrescidos 570 μL de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1), os tubos foram 

homogeneizados e mantidos em gelo por 30 min, e posteriormente centrifugados a 14.000 

rpm por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo com adição de 10% de seu 

volume de uma solução de acetato de sódio 3M, a suspensão foi homogeneizada e incubada a 

0 ºC por 30 min,  e em seguida centrifugada a 14.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi 20 

transferido para um novo tubo acrescido de 50% de seu volume de isopropanol (Merck). A 

suspensão foi homogeneizada e centrifugada a 14.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi 

desprezado, e o sedimento homogeneizado com etanol 70% (Merck) v/v. As amostras foram 

secas a 37 ºC por 30 min e acrescidas de 50 μL de tampão TE/Tris-EDTA (Tris-HCl 0,01 M e 

EDTA 0,001 M) e incubadas a 65 ºC por 60 min para hidratação do DNA, em seguida foram 25 

armazenadas em freezer a -20 ºC.  

 

4.4.1.2 Amplificação utilizando o iniciador (GTG)5 

O iniciador (GTG)5 foi utilizado para amplificar regiões microssatélites por meio de 

PCR (Reação em Cadeia da Polimerase), segundo a metodologia descrita por Lieckfeldt et al. 30 

(1993). A PCR foi conduzida em microtubos com volume final de 25μL contendo: 1 a 5 μL de 

DNA (dependendo da concentração de DNA, variável de 50-500 ng μL
-1

); 2 μL do iniciador 

(GTG)5 10 μmol/μL (MWG Biotech); 2,5 μL de tampão de PCR 5X (Fermentas); 1,5 μL de 
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MgCl2 25mM; 1 μL de dNTP 10 mM; 0,2 μL de Taq DNA polimerase 5U (Fermentas) e o 

volume final completado com água ultrapura esterilizada. As reações de PCR foram realizadas 

em termociclador PCR Mastercycler (Eppendorf), nas seguintes condições: desnaturação 

inicial a 94 ºC por 5 min, seguida por 40 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 15 s, pareamento 

a 55 ºC por 1 min e extensão a 72 ºC por 90 s, e uma extensão final a 72 ºC por 6 min. A 5 

observação dos produtos da PCR (amplicons) foi por eletroforese em gel de agarose 1,5%, em 

tampão TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de ácido bórico, 20 mL de EDTA 0,5M, pH 8), 

esses foram submetidos a 80 V por 1h e 30 min e corados com uma solução de agente 

intercalante (GelRed), e os géis visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados (Vilber 

Lourmat, França). 10 

 

4.4.1.3 Amplificação da região ITS 

A amplificação da região transcrita interna (ITS1-5.8S-ITS2) do gene do rRNA foi 

realizada segundo a metodologia de White et al. (1990), utilizando os iniciadores universais 

ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC). A PCR foi 15 

realizada com volume final de 50 μL contendo: 1 a 5 μL de DNA (dependendo da 

concentração de DNA, variável de 50-500 ng/μL); 1 μL de cada iniciador ITS1 e ITS4 10 

μmol μL
-1

 (MWG Biotech); 5 μL de tampão de PCR 5X (Fermentas); 2 μL de MgCl2 25mM; 

2 μL de dNTP 10 mM; 0,2 μL de Taq DNA polimerase 5U (Fermentas) e o volume final 

completado com água esterilizada. As reações da PCR foram realizadas utilizando o 20 

termociclador PCR Mastercycler (Eppendorf), nas seguintes condições: desnaturação inicial a 

94 ºC por 5 min, seguido por 35 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 1 min, pareamento a 55 ºC 

por 1 min, e extensão a 72 ºC por 1 min, e uma extensão final a 72 ºC por 5 min. Os 

amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampão TBE 0,5X 

onde foram submetidos a 120 V por 20 min, e em seguida corados com solução de GelRed, e 25 

os géis visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados (Vilber Lourmat, França). 

 

4.4.1.4 Amplificação parcial do gene da β-tubulina 

A amplificação parcial do gene da β-tubulina foi realizada utilizando os iniciadores 

BT2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) e BT2b 15 30 

(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC), segundo Glass & Donaldson (1995). A PCR foi 

realizada com volume final de 50 μL contendo: 1 a 5 μL de DNA (dependendo da 

concentração de DNA, variável de 50-500 ng μL
-1

); 1 μL de cada iniciador BT2a e BT2b 10 
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μmol/μL (MWG Biotech), 5,0 μL de tampão de PCR 5X 20 (Fermentas), 2,0 μL de MgCl2 25 

mM, 2,0 μL de dNTP 10 mM, 0,2 μL de Taq DNA polimerase 5U (Fermentas) e o volume 

final completado com água esterilizada. As reações de PCR foram realizadas utilizando o 

termociclador PCR Mastercycler (Eppendorf), nas seguintes condições: desnaturação inicial a 

94 ºC por 5 min, seguido por 35 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 1 min, pareamento a 59 ºC 5 

por 1 min e extensão a 72 ºC por 90 s e uma extensão final a 72 ºC por 7 min. Os amplicons 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampão TBE 0,5X, onde foram 

submetidos a 120 V por 20 min, corados com solução de GelRed e os géis foram visualizados 

sob luz ultravioleta e fotodocumentados (Vilber Lourmat, França). 

 10 

4.4.1.5 Amplificação da RNA polimerase II 

Na amplificação parcial da RNA polimerase II (RPB2) foram utilizados os iniciadores RBP2 

5F (GAYGAYMGWGATCAYTTYGG) e RPB2 7R (CCCATRGCTTGYTTRCCCAT) 

conforme descrito por Malkus et al. (2006). A PCR foi realizada em um volume final de 50 

μL contendo de 1,0 a 5,0 μL de DNA (de modo que a reação contenha entre 50-500 ng μL
-1

), 15 

1,0 μL de cada iniciador RBP2 5F e RPB2 7R a 10 μmol (Invitrogen), 5,0 μL de tampão de 

PCR 10X (Fermentas), 3,0 μL de MgCl2 mM, 2,0 μL de dNTP 10 mM, 0,2 μL de Taq DNA 

polimerase 1.25U (Fermentas) e o volume final completado com água de injeção esterilizada. 

As reações de PCR foram realizadas utilizando o termociclador PCR Mastercycler 

(Eppendorf). O programa consistiu de uma desnaturação inicial a 94 ºC por 3 min, seguido 20 

por 35 ciclos de 20 segundos de desnaturação a 94 ºC, 55 segundos de pareamento a 55 ºC e 1 

minuto de extensão a 72 ºC e uma extensão final por 10 min a 72 ºC. Os amplicons foram 

analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampão 15 TBE 0,5X, onde foram 

submetidos a 120 V por 20 min, corados com solução de GelRed, e os géis visualizados sob 

luz ultravioleta e fotodocumentados (Vilber Lourmat, França). 25 

 

4.4.1.6 Caracterização morfofisiológica das espécies do gênero Penicillium 

Após a análise das sequências de espécies pertencentes ao gênero Penicillium, aquelas 

que permaneceram com dúvidas sobre as posições taxonômicas, mesmo após o 

sequenciamento de mais de uma região, foram submetidas à caracterização dos parâmetros 30 

macroscópicos. Dentre os parâmetros morfofisiológicos foram analisados: cor da colônia, 

textura, cor reversa, tipo de borda, esporulação e produção de pigmentos solúveis amarelos e 

diâmetros da colônia em meio YES (4,0 extrato de levedura; 20 sacarose; 1,0 KH2PO4; 0,5 
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MgSO4; 15 ágar em g L
-1

) e CYA (1,0 K2HPO4; 10 mL concentrado de Czapek; 5 extrato de 

levedura; 30 sacarose 15 ágar em g. L
-1

) a 25 e 30 °C, respectivamente, por 14 dias 

(HOUBRAKEN et al., 2012). As cores seguiram a especificação proposta por Kornerup e 

Wanscher (1984). 

 5 

4.4.2 Identificação de leveduras 

 As culturas de leveduras obtidas foram fotografadas e agrupadas de acordo com as 

características macromorfológicas como coloração da colônia e aspecto da colônia (mucóide, 

cremosa e rugosa). Os grupos formados foram submetidos à análise de perfis moleculares, por 

meio da técnica de PCR microsatélite (PCR-MST) idem ao item 4.2.2. Um isolado levedura 10 

de cada grupo molecular formado foi selecionado para sequenciamento dos domínios D1/D2 

da subunidade maior do DNA ribossomal utilizando os iniciadores ITS1/NL4. 

 

4.4.2.1 Extração de DNA total 

 Uma alçada do cultivo foi ressuspendida em 100 μL de tampão de lise em tubos de 0,6 15 

mL e incubada a 65 °C por no mínimo 30 min. Em seguida, 200 μL de clorofórmio: álcool 

isoamílico 24:1 foram adicionados e os tubos foram homogeneizados e centrifugados a 14000 

rpm por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo acrescido de isopropanol 

(Merck) v/v e mantido em repouso por 15 min para precipitação do DNA. Em seguida os 

tubos foram centrifugados a 14000 rpm por 10 min, 200 μL de etanol 70% (Merck) v/v foram 20 

adicionados e os tubos foram centrifugados novamente nas mesmas condições. O 

sobrenadante contendo etanol foi desprezado e as amostras foram secas por 60 min, 

acrescidas de 50 μL de tampão TE e incubadas a 65 ºC por 60 min para hidratação do DNA, 

em seguida foram armazenadas em freezer a -20 ºC. As concentrações de DNA tanto de 

filamentosos quanto de leveduras foram diluídas na concentração de 50 a 500 ng.µL
-1

 para 25 

posterior utilização. 

 

4.4.2.2 Amplificação do domínio D1/D2 

De cada um dos perfis moleculares de leveduras obtidos, um isolado foi selecionado e 

submetido ao seqüenciamento da região D1/D2 da subunidade maior (26S) do gene do rRNA 30 

como descrito por Lachance et al. (1999). Para a reação de PCR foram utilizados os 

iniciadores ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)  e NL4 

(5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG3’) que abrangem a região dos espaçadores transcritos 
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internos (ITS1-5.8S-ITS2) do gene do RNA ribossomal, e o domínio D1/D2. A reação foi 

realizada em um volume final de 50 µL contendo 5µL de tampão de PCR 10X (MBI 

Fermentas), 3µL de MgCl2 25 mM (MBI Fermentas), 1µL de dNTP 2,5 mM (Invitrogen, 

USA), 1µL do primer NL1 10 pmol (Invitrogen, USA), 1µL do primer NL4 10 pmol 

(Invitrogen, USA), 0,2µL de taq DNA polimerase 1,25U (MBI Fermentas) e 1µL de DNA. O 5 

volume da reação foi ajustado com a adição de água deionizada. A reação foi realizada em um 

termociclador PCR Mastercycler (Eppendorf) nas seguintes condições: desnaturação inicial a 

95 °C por dois min, 35 ciclos de desnaturação a 95 °C por 15 segundos, anelamento a 54 °C 

por 25 segundos e extensão a 72 °C por 20 segundos, seguidos de extensão final a 72 °C por 

10 min. Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampão 10 

TBE 0,5X onde foram submetidos a 120 V por 20 min, e em seguida corados com solução de 

GelRed, e os géis visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados (Vilber Lourmat, 

França). 

 

4.4.3 Purificação dos amplicons 15 

Aos produtos de PCR gerados (volume de 47 μL) foram adicionados 11,25 μL de 

EDTA 125 mM e 141 μL de etanol absoluto (Merk). Em seguida os tubos foram 

homogeneizados por inversão e deixados à temperatura ambiente por 30 min. Após o repouso, 

foram centrifugados a 14.000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi descartado, e o sedimento 

tratado com 120 μL de etanol 70%, homogeneizado e centrifugado a 14.000 rpm por 15 min. 20 

O sobrenadante foi descartado novamente e o restante do etanol foi evaporado a 37 ºC por 30 

min. O DNA foi ressuspendido em 10 μL de água esterilizada, e mensurado em NanoDrop 

ND 1000 (NanoDrop Thecnologies) e armazenado a -20 °C até o momento da reação de 

sequenciamento. 

 25 

4.4.4 Sequenciamento 

4.4.4.1 Reações de sequenciamento 

O sequenciamento foi realizado utilizando-se o Kit BigDye Terminator v3.1 (Applied 

Biosystem) em combinação com o sistema de sequenciamento automatizado ABI 3730xl 

(Applied Biosystem) do Laboratório de Parasitologia Celular e Molecular (LPCM) da 30 

FIOCRUZ/Instituto René Rachou. A reação de PCR foi realizada em microplacas de 96 poços 

(Applied 5 Biosystems, EUA) em um volume final de 10 μL, contendo: 1 μL do iniciador (5 

ρmol), 1 μL de tampão (presente no kit de sequenciamento), 1 μL de Big Dye, 1 μL de DNA 
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(concentração do DNA entre 10 - 20 ng) e o restante de água de ultrapura esterilizada. O 

programa consistiu de uma desnaturação inicial a 36 °C por 1 min, 36 ciclos de anelamento a 

96 °C por 15 s, seguido por 15 s de extensão a 50 ºC e 4 min de extensão final a 60 ºC. Em 

seguida, os produtos das reações foram transferidos para uma placa de sequenciamento de 96 

poços para serem precipitados. 5 

 

4.4.4.2 Precipitação da reação de sequenciamento 

Para precipitação das reações de sequenciamento, 1,0 μL de EDTA 125 mM, 1,0 μL de acetato 

de sódio 3M e 50 μL de etanol absoluto (Merck) gelado, foram adicionados em cada poço da 

placa de 96 poços. A placa foi submetida à agitação em vórtex e incubada por 15 min à 10 

temperatura ambiente.  Após período de incubação, a placa foi centrifugada por 45 min a 

4.000 20 rpm a 4 ºC. O sobrenadante foi descartado por inversão e em seguida, foram 

adicionados 100 μL de etanol 70% (Merck) gelado. Então, a placa foi novamente centrifugada 

por 15 min a 4.000 rpm a 4 ºC e o sobrenadante descartado por inversão. Para remoção do 

excesso de etanol, foi retirado o selante e a placa foi invertida sobre um papel absorvente e 15 

submetida a um spin (pulso até a centrífuga atingir 900 rpm). Após esta etapa, a placa foi 

mantida em repouso, sem o selante, durante 20 min em temperatura ambiente para evaporação 

do etanol residual. Na sequência, o DNA das amostras precipitado em cada poço foi então 

ressuspendido em 10 μL de Formamida HI DI (Applied Biosystems, EUA). A placa foi 

armazenada a 4 ºC, protegida da luz, até injeção das amostras no sistema automatizado ABI 20 

3730 (Applied Biosystems, EUA). 

 

4.4.4.3 Análise computacional das sequências e análise filogenética 

As sequências de DNA foram comparadas com as sequências de espécies de fungos 

referências depositadas no GenBank, incluindo “type species”, pertencentes às coleções de 25 

culturas internacionais, utilizando o programa BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool - 

versão 2.215 do BLAST 2.0) disponível no portal NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), 

desenvolvido pelo National Center For Biotechnology.  

Fungos com sequências de valor E = 0, cobertura e identidade ≥ 99%, e similaridade 

quando analisadas filogeneticamente com o programa MEGA 6 (Molecular Evolutionary 30 

Genetics Analysis) (TAMURA et al., 2013) foram considerados como pertencentes à mesma 

espécie. Já fungos com sequências de valor E ≠ 0, cobertura e identidade ≤ 98% foram 

identificados em nível de espécie, gênero ou níveis hierárquicos mais altos após a análise 
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filogenética. Para alguns táxons o termo ‘cf.’ (latim “for confer” = comparado com) foi 

utilizado para indicar a espécie a qual se assemelha, mas apresenta pequenas diferenças com a 

espécie referência.  

Para identificação molecular foram utilizadas as sequências com ≥ 350 pares de bases. 

As árvores filogenéticas foram construídas utilizando o algoritmo de Neighbor-joining. O 5 

modelo Maximum composite likelihood foi utilizado para estimar a distância evolucionária. 

Uma análise de bootstrap foi realizada com 1000 repetições utilizando os programas inclusos 

no MEGA 6. Informações sobre os níveis hierárquicos utilizados na taxonomia dos fungos 

foram obtidos no MycoBank (http://www.mycobank.org/), Index Fungorum 

(http://www.indexfungorum.org/) e no Dictionary of the Fungi (KIRK et al., 2008). 10 

 

4.5 Avaliação da diversidade da comunidade fúngica 

Para determinar a frequência de cada táxon em comparação com o total de táxons das 

comunidades fúngicas nas áreas de coleta de sedimento lacustre foi realizado o cálculo da 

abundância relativa de acordo a fórmula: Abundância relativa do táxon A (%) = N de 15 

isolados do táxon A x 100 / total de isolados de todos os táxons. 

Para avaliar espécies compartilhadas ou exclusivas dentro das comunidades fúngicas 

das amostras de sedimento da Antártica foi utilizado o diagrama de Venn, de acordo com 

Bardou et al. (2014). O diagrama de Venn permite a visualização de espécies compartilhadas 

ou exclusivas nos locais amostrados por meio de um gráfico, este indica as sobreposições das 20 

formas geométricas como os elementos compartilhados (táxons) entre os pontos de coleta 

(BARDOU et al., 2014). 

Para determinar a diversidade ecológica das comunidades fúngicas das amostras de 

sedimento foram usados os índices de (a) Fisher-ɑ (diversidade), (b) Margalef (riqueza) e (c) 

Simpson (dominância). O índice de diversidade de Fisher-ɑ é adequado para frequências em 25 

que diferentes espécies ocorrem de forma aleatória onde, comumente, algumas espécies são 

tão raras que sua chance de inclusão é pequena (FISHER et al., 1943). O cálculo do índice é 

baseado na fórmula S = a*ln (1+n / a), onde S é o número de táxons presente na amostra, n é o 

número de indivíduos e a representa o índice de Fisher-ɑ. O índice de Margalef estima a 

riqueza de espécies de uma comunidade com base na distribuição numérica dos indivíduos 30 

pertencentes às diferentes espécies em função do número total de indivíduos existentes na 

amostra. Sua fórmula é dada por S = (n-1) / ln (N), onde n é o número de táxons encontrados 

e N representa o número de indivíduos. Quanto mais alto o valor de S maior a riqueza de 
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espécies do ponto amostrado. O índice de Simpson estabelece a relação de dominância dentro 

das comunidades, esse mensura a probabilidade de dois indivíduos, selecionados ao acaso na 

amostra, pertencer à mesma espécie. O cálculo considera o número de espécies presentes no 

ponto de coleta, bem como a abundância de cada espécie, e é dado pela fórmula D = Σ (n / 

N)
2
, onde n é o número total de organismos de uma mesma espécie e N o número total de 5 

organismos de todas as espécies. O valor estimado de D pode variar de 0 a 1, sendo que 0 

representa o máximo de diversidade e 1 o mínimo de diversidade. Sendo assim, uma 

comunidade de espécies com maior diversidade terá uma menor dominância. 

Para avaliar a similaridade entre as comunidades das amostras de sedimento, bem 

como entre os locais amostrados, foram utilizados o índice de Bray-Curtis (B) e o coeficiente 10 

de Sorensen (QS). O índice de Bray-Curtis (B) é utilizado para quantificar a dissimilaridade 

composicional entre dois locais diferentes, com base nas contagens de cada ponto de coleta 

(BRAY; CURTIS, 1957). O índice Bray-Curtis (B) varia de 0 a 1, sendo que 0 significa que as 

comunidades não compartilham nenhuma espécie e 1 que compartilham todas as espécies na 

mesma frequência. O coeficiente de Sorensen (QS) é utilizado para avaliar a similaridade de 15 

duas amostras, é representado pela fórmula QS = 2C / (A+B), onde A e B representam o 

número de espécies nas amostras A e B, respectivamente, e C o número de espécies 

compartilhadas pelas duas amostras. A dissimilaridade (Bray-Curtis) está diretamente 

relacionada ao índice de similaridade (Soresen) entre os mesmos locais amostrados. 

Uma curva de rarefação ou de acumulação de espécies foi traçada utilizando o índice 20 

de Mao Tau, o qual interpola valores entre zero e o número de amostras analisadas, e calcula a 

riqueza esperada e o intervalo de confiança. Este cálculo permite uma comparação estatística 

direta entre a riqueza e os conjuntos de dados (COLWELL et al., 2004). Todos os índices 

foram calculados utilizando o programa computacional PAST 1.90 (HAMMER et al., 2001). 

Todos os resultados foram obtidos com 95% de confiança, e os valores de bootstrap 25 

calculados a partir de 1000 repetições.  

 

4.6 Cultivo dos fungos e preparo dos extratos para os ensaios biológicos 

4.6.1 Preparo dos extratos de fungos marinhos 

Os fungos obtidos foram crescidos em placas de Petri (90 x 15mm) a 15 ºC contendo 30 

Ágar marinho (Difco) suplementado com 2 % de glicose. Após 15 dias de crescimento, o 

meio de cultura com o crescimento micelial foi transferido para erlenmeyers de 250 mL, 

contendo cerca de 100 mL de Acetato de etila P.A. (Synth). Os frascos foram incubados a 4 ºC 
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por 72 h e o sobrenadante (fase acetanólica) foi obtido por filtração com auxílio de papel filtro 

e transferido para frascos de cintilação de 10 mL. Todos os extratos acetanólicos brutos 

obtidos foram secos em centrífuga a vácuo Savant RVT 400 (Thermo Scientific, EUA) com 

temperatura inferior a 35 – 40 ºC. Os extratos secos foram solubilizados em dimetilsulfóxido 

(DMSO, Sigma), a uma concentração de 100 mg mL
-1

 para deposição na extratoteca do 5 

Laboratório de Microbiologia Polar e Conexões Tropicais, UFMG e também em acetona a 10 

mg mL
-1

 para o ensaio herbicida. 

 

4.6.2 Preparo dos extratos de fungos lacustres 

Os fungos obtidos foram crescidos em placas de Petri (90 x 15mm) a 15 ºC contendo 10 

seu meio de isolamento sem acréscimo de cloranfenicol, com exceção dos fungos isolados em 

meio DRBC, estes foram plaqueados em meio APG – Ágar peptona glicose (Peptona 0,5%, 

glicose 1%, KH2PO4 0,1%, MgSO₄ ·7H₂ O 0,05%), muito semelhante à composição basal do 

meio original de isolamento, porém sem acréscimo de antifúngico. Após 15 dias de 

crescimento, o meio de cultura com o crescimento micelial foi transferido para tubos cônicos 15 

de 50 mL, contendo 35 mL de etanol P.A. (Vetec). Os tubos foram incubados a 4 ºC por 72 h e 

o sobrenadante (fase etanólica) foi obtido por filtração com auxílio de papel filtro e 

transferido para frascos de 10 mL e microtubos de 1,5 mL. Todos os extratos etanólicos brutos 

obtidos foram secos em centrífuga a vácuo Savant RVT 400 (Thermo Scientific, EUA) com 

temperatura inferior a 35 – 40 ºC. Os extratos secos foram solubilizados em dimetilsulfóxido 20 

(DMSO, Sigma), a uma concentração de 100 mg mL
-1

 para deposição na extratoteca do 

Laboratório de Microbiologia Polar e Conexões Tropicais, UFMG e também em acetona a 10 

mg.mL
-1

 para o ensaio herbicida. 

 

4.7 Ensaios biológicos 25 

 Os extratos obtidos a partir dos fungos foram testados para a avaliação de possíveis 

atividades antifúngicas, antiparasitárias, antiviral e herbicida. 

 

4.7.1 Ensaio antimicrobiano contra Cladosporium sphaerospermum 

 Para o ensaio contra C. sphaerospermum CCT 1740, este foi previamente crescido em 30 

BDA a 25 ºC por 7 a 10 dias. Para o preparo da solução uma alçada bem carregada de esporos 

foi suspensa em solução salina esterilizada 0,85%. A suspensão resultante foi homogeneizada 

em agitador tipo vórtex durante 15 segundos. A densidade celular da suspensão foi 
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padronizada em espectrofotômetro (Bioespectro SP-22) para 86–88% de transmitância a 620 

nm, o que corresponde a 10
6
 esporos mL

-1
 (NCCLS M38 - A, v. 22, n° 16). Posteriormente, a 

suspensão obtida foi diluída 50 vezes em meio de cultura RPMI1640 (INLAB Diagnóstica) 

para utilização no ensaio. 

 Os extratos foram testados na concentração de 20 mg mL
-1

, e todos os testes foram 5 

realizados em duplicata. Em cada poço utilizado para teste foram inoculados 25 μL do extrato 

(dissolvidos em DMSO e diluídos em água deionizada autoclavada para a concentração de 1 

mg mL
-1

), 25 μL do meio de cultura e 50 μL do inóculo. Como controle positivo foi utilizado 

Benomyl a 1,16 µg mL
-1

. Ao final, o volume de cada poço foi de 100 μL e as concentrações 

de DMSO 0,1% e extrato 250 μg mL
-1

. Ao final do processo as placas foram colocadas em 10 

agitador (Uniscience OS
-1

0) por 20 min a 200 rpm. Posteriormente, foram incubadas a 25 ºC 

por 48 h. A leitura foi realizada em leitor de microplaca VERSAmax (Molecular Devices) 

pelo programa Softmax® Pro 5 (Molecular Devices), com a absorbância de 620 nm. A 

absorbância dos poços testes foi comparada com a absorbância do controle de micro-

organismo. Arbitrariamente foram considerados ativos os extratos com valor de inibição 15 

maior ou igual que 60%. 

 

4.7.2 Ensaio in vitro com a forma amastigota-like de Leishmania (Leishmania) 

amazonenses 

A manutenção das células axênicas de L. (L.) amazonensis e o ensaio com 20 

amastigotas-like foram realizados pela pesquisadora Daniela Nabak do Instituto René Rachou 

– Fiocruz, MG. A atividade leishmanicida seguiu os protocolos estabelecidos por 

(CALLAHAN et al., 1997), onde promastigotas de Leishmania amazonensis (linhagem 

IFLA/BR/196/PH-8) foram obtidas a partir de lesões de hamsters infectados 

experimentalmente. Culturas axênicas da forma amastigota-like de L. (L.) amazonensis, 25 

previamente caracterizadas por meio de eletroforese de isoenzimas e depositadas na Coleção 

de Leishmania do Centro de Referência em Tipagem de Leishmania do Instituto Oswaldo 

Cruz, foram utilizadas para o ensaio.  

Os parasitas foram incubados durante 9 dias a 26 ºC em meio Schneider pH 7,2. As 

formas promastigotas foram então estimuladas para se diferenciarem em formas semelhantes 30 

a amastigotas, para isso, a temperatura de incubação foi de 32 ºC, além da redução do pH do 

meio para 6,0. Após 7 dias nestas condições, 90% dos parasitas estavam sob as formas 

amastigotas. A concentração do parasita foi ajustada para 1 x 10
8
 células mL

-1
, e 90 μL foram 
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adicionados a cada poço de placas de 96 poços, seguidos de 10 μL das soluções contendo as 

amostras e controle da droga (0,2 mg mL
-1

 de Anfotericina B). As placas foram incubadas a 

32ºC por 72 h eo número de parasitas estimado peloensaio colorimétrico baseado em MTT 

(metil tiazolil tetrazólio). Os resultados foram calculados a partir das absorbâncias medidas 

utilizando a seguinte equação:  5 

[1 – (Abs experimento / Ab scontrole)] x 100 

A equação matemática expressa o percentual de morte parasitária em relação aos controles 

sem fármaco. Todas as amostras foram testadas em duplicata e os experimentos repetidos no 

mínimo uma vez.  

 10 

4.7.3 Ensaio in vitro com formas tripomastigotas e formas amastigotas intracelulares de 

Trypanosoma cruzi e ensaio citotóxico in vitro de extratos tripanossomicidas 

Os ensaios in vitro com formas amastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi 

forma realizados pelo pesquisador Policarpo Sales do Instituto René Rachou – Fiocruz e 

baseado no descrito anteriormente por Buckner et al. (1996) e modificado por Romanha et al. 15 

(2010), usando T. cruzi (cepa de Tulahuen) expressando o gene da β-galactosidase de 

Escherichia coli.  

As formas tripomastigotas infecciosas são obtidas através da cultura em monocamadas 

de fibroblastos L929 de camundongo em meio RPMI-1640 (pH 7,2 - 7,4), sem vermelho de 

fenol, contendo 10% de soro fetal bovino e 2 mM de glutamina. O ensaio foi realizado em 20 

microplaca de cultura de tecidos com 96 poços, em cada poço 4.000 células L929 foram 

adicionadas a 80 μL de meio suplementado e as placas são incubadas overnight. Após o 

período de incubação foram adicionados às células 4 x 10
3
 tripomastigotas em 20 μL de meio, 

seguida de incubação por 2 h. Para estabelecer a infecção, o meio contendo parasitas que não 

penetraram nas células foi substituído por 200 μL de meio fresco e a placa foi incubada por 25 

mais 48 h. Em seguida, o meio foi substituído pelos extratos a 20 μg mL
-1 

em meio fresco 

(200 μL) e a placa foi incubada por 96 h a 37 °C. Após esse período, 50 μL de 500 μM de 

vermelho de clorofenol β-D-galactopiranosídeo em 0,5% Nonidet P40 foi adicionado a cada 

poço, seguido de incubação por 18 h a 37 °C. A leitura da absorbância foi feita a 570 nm. São 

utilizados controles com células não infectadas, células infectadas não tratadas, células 30 

infectadas tratadas com benzonidazol a 3,8 μM (controlepositivo) ou DMSO a 1%. Os 

resultados são expressos como a percentagem de inibição do crescimento do T. cruzi em 

células testadas com composto em comparação às células infectadas e às células não tratadas. 
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As duplicatas são executadas em duas placas diferentes. Foram considerados ativos, os 

extratos que inibiram o crescimento do parasita com porcentagem maior que 40%. 

Os extratos que se apresentaram ativos foram testados in vitro para determinação da 

toxicidade celular (Ensaio citotóxico) em células L929 não infectadas utilizando o corante 

alamarBlue® (ROMANHA et al., 2010). As células foram expostas a extratos com 5 

concentrações crescentes a partir do valor de IC50 para T. cruzi. Após 96 h de incubação com 

os compostos, o alamarBlue® foi adicionado e a absorbância foi medida em 570 e 600 nm 

após 4 - 6 h. A viabilidade celular foi expressa como a percentagem de diferença na redução 

entre células tratadas e não tratadas. Os valores de IC50 foram calculados por interpolação 

linear e o índice de seletividade (SI), foi determinado com base na razão entre o valor de IC50 10 

na célula hospedeira dividido pelo valor de IC50 do parasita. Os quadruplicados foram 

executados na mesma placa, e os experimentos foram repetidos pelo menos uma vez. 

 

4.7.4 Manutenção e ensaios esquizonticidas in vitro de formas sanguíneas de Plasmodium 

falciparum  15 

A manutenção do parasito Plasmodium falciparum e o ensaio esquizonticidas in vitro 

foram realizados pelas pesquisadoras Isabela Ceravolo e Patrícia Pereira do Instituto René 

Rachou – Fiocruz, MG. O ensaio realizado utilizou o fluoróforo SYBR, um intercalante de 

DNA, conforme Smilkestein et al. (2004) com algumas modificações. Para a realização deste 

ensaio, a cultura de parasitos foi ajustada para 0,5 % de parasitemia e 2 % de hematócrito, e 20 

mantida em uma placa de 96 poços de fundo em U (180 μL/poço). Após este ajuste, 180 μL 

da suspensão de parasitos foi adicionada aos poços de uma placa de 96 poços contendo 20 μL 

da solução dos extratos, avaliados em triplicatas, e incubada a 37 °C por 48 h. O sobrenadante 

foi retirado, e 150 μL de PBS acrescentado a cada poço da placa que foi centrifugada por 5 

min a 700 xg. Após a retirada do sobrenadante, 100 μL de tampão de lise (0,2 μL de 25 

SYBR/mL em tampão de lise -Tris 20mM pH 7,5; EDTA 5mM; saponina 0,008% p/v e triton 

X-100 0,08% v/v) foram acrescentados a cada poço, os conteúdos foram bem 

homogeneizados e transferidos para uma placa de 96 poços de fundo chato, contendo 100 μL 

de PBS/poço. A placa foi incubada por 30 min a temperatura ambiente e sob abrigo da luz. A 

leitura da fluorescência foi realizada no leitor Synergy H4 (Biotek, Winooski, VT, EUA) em 30 

um comprimento de onda de excitação e de emissão de 485 e 535 nm, respectivamente, e com 

um ganho de 100. Para análise, a leitura do background dos poços das hemácias normais foi 

subtraída da contagem da fluorescência. Quanto maior a fluorescência, maior a quantidade de 
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DNA onde foi incorporado o SYBR, maior o número de parasitos viáveis, e menor a atividade 

da droga sobre o parasito. A amostra foi considerada promissora quando, a 20 μg mL
-1

, 

apresentou uma porcentagem média de inibição de crescimento do parasito ≥ 40% quando 

comparada ao controle sem adição de substância-teste em, pelo menos, dois ensaios 

independentes. 5 

 

4.7.5 Triagem da atividade antiviral de extratos de fungos contra o vírus da dengue 

sorotipo 2 (DENV2) 

 Os ensaios antivirais foram realizados pelo aluno de doutorado Emerson de Castro 

Barbosa sob a orientação dos professores Dr. Carlos Leomar Zani e Dra. Jaquelline 10 

Germanode Oliveira no Instituto René Rachou – Fiocruz, MG. Inicialmente, os extratos na 

concentração de 20 mg mL
-1 

em solução aquosa com 90% de dimetilsulfóxido (DMSO) foram 

depositados em placas de 96 poços (1 μL/poço) e armazenados a 4°C até o momento do 

ensaio. Para os ensaios de atividade antiviral contra Dengue vírus sorotipo 2 (DENV-2), 7 x 

10
3 

células BHK-21/poço foram adicionadas à placa de 96 poços de fundo chato em meio 15 

DMEM suplementado com 5 % de soro fetal bovino (SFB) e 100 U mL
-1

 de penicilina, 100 

μg mL
-1 

de estreptomicina e 0,25 μg mL
-1 

de anfotericina B (todos Gibco, Thermo Sci, EUA) 

e incubadas por 24 h em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2.  

O ensaio é realizado após confirmação ao microscópio óptico da monocamada celular 

com 80 % de confluência. Para o tratamento das células, os extratos são diluídos diretamente 20 

na placa de 96 poços e transferidos simultaneamente com a suspensão viral de DENV-2 

(m.o.i. = 2), para as placas contendo as células denominadas aqui de placas espelhos 

(duplicatas). A concentração de cada extrato no ensaio foi de 25 μg mL
-1 

e o volume de meio 

por poço foi de 200 μL. As colunas 1 e 12 das placas de 96 poços foram reservadas para os 

controles: a) células não tratadas e não infectadas sem DMSO; b) células não tratadas e não 25 

infectadas com 0,25 % de DMSO; iii)células não tratadas e infectadas sem DMSO; c) células 

não tratadas e infectadas com 0,25 % de DMSO; d) células infectadas e tratadas com 300 

UI.mL
-1 

e 600 UI.mL
-1 

de interferon alfa 2b (INREC). As placas foram reincubadas em estufa 

a 37°C com 5% de CO2 por 72 h. A atividade antiviral foi avaliada pelo sistema de 

classificação do efeito citopático peculiar (CPE) causado por DENV-2 observado por 30 

microscopia óptica seguido de ensaio colorimétrico utilizando 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-

difenil-2H-tetrazólio (MTT) (Sigma Aldrich - USA) (MOSMANN, 1983) Para isso, o 

sobrenadante das placas foi removido e em seguida foram adicionados 30 μL em cada poço de 
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uma solução de MTT a 2 mg mL
-1 

dissolvido em PBS. As placas foram incubadas novamente 

por 90 min a 37°C. Em seguida, foram adicionados 130 μL de DMSO puro em cada poço e as 

placas forammantidas em agitação por 5 min em vórtex de placas na velocidade de 200 rpm 

para dissolver os cristais de formazan. A densidade óptica da reação foi determinada em 

leitura feita a 540 nm em leitor de microplacas (SpectraMaxM5 -Molecular Devices). Os 5 

resultados são expressos como a porcentagem de inibição viral em relação aos controles virais 

sem extratos. Todos os ensaios antivirais foram repetidos pelo menos três vezes. 

 

4.7.6 Determinação de atividade herbicida 

A determinação da atividade herbicida foi realizada de acordo com Ferreira et al. (2017) com 10 

modificações. A atividade herbicida é determinada utilizando-se sementes de alface crespa 

(Lactuca sativa) como modelo para dicotiledôneas e sementes de cebolinha (Allium 

schoenoprasum) como modelo para monocotiledôneas. Para a realização dos ensaios, todas as 

sementes foram desinfestadas superficialmente em álcool 70% (1 minuto), hipoclorito de 

sódio a 2-2,5% (7 min e meio). Posteriormente lavadas em água deionizada autoclavada por 15 

quatro vezes e secas ao ar em um ambiente esterilizado. Os bioensaios foram realizados em 

duplicata em placas de poliestireno de 24 poços esterilizadas (TPP 92024). Um disco de papel 

de filtro qualitativo (50 x 50, 80 g), foi colocado em cada poço a ser utilizado. Aos poços 

controle foram adicionados 400 μL de água deionizada autoclavada. Para avaliação de 

toxicidade do solvente utilizado na solubilização dos extratos foi realizado o controle de 20 

solvente. Para tanto, foi adicionado ao poço 360 μL de água e 40 μL de acetona P.A. Aos 

poços testes foram adicionados 360 μL de água e 40 μL da diluição da amostra na 

concentraçao de mg mL
-1

. Os ensaios foram feitos em fluxo laminar para evitar possíveis 

contaminações. Cinco sementes de cada espécie foram adicionadas a cada poço. As placas 

foram seladas incubadas a 25 °C sob condições de luz contínua (120,1 μmol m
-2

s
-1

) por 14 25 

dias.  Após o período de incubação, uma estimativa qualitativa de fitotoxicidade foi feita 

atribuindo-se uma classificação de 0 para onde não ocorreu nenhum efeito de inibição da 

germinação (as plantas dos poços teste encontraram-se idênticas às plantas controle), 2 para 

menos de 50% de inibição da germinação, 3 para cerca de 50 % de inibição de germinação, 4 

para mais de 50% de inibição de germinação e 5 para não germinação das sementes. Como 30 

controle postivo de inibição da germinação usou-se o herbicida glifosato a 3 mg mL
-1

 diluído 

em água deionizada. A Figura 5 mostra a disposição dos controles e extratos nas placas de 24 

poços. 
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Figura 6. Modelo da disposição dos extratos e controles na placa de 24 poços utilizada nos 

ensaios herbicidas. 
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4.7.7 Determinação da atividade nematicida 

Os ensaios nematicidas foram realizados pela aluna de doutorado Roberta Oliveira 

Viana sob a orientação da professora Dra. Viviane de Souza Alves do Laboratório de Biologia 

Celular de Microrganismos - UFMG. Para os ensaios foi utilizada a linhagem de vermes 

Caenorhabditis elegans tipo selvagem N2 Bristol gentilmente cedida pelo do CGC 5 

(Caenorhabdtitis Genetics Stock Center). 

O cultivo dos vermes se deu em meio NGM - Nematode Growth Media sólido (NaCl, 

peptona, KPO4, MgSO4, CaCl2) a 16 °C, contendo Esherichia coli OP50 para alimentação 

normal (MUHAMMED et al. 2012). Após o período de crescimento, os vermes foram 

estocados em solução de congelamento (NaCl, KH2PO4, Glicerol) a -80°C. Para os ensaios, os 10 

nematódeos foram mantidos no estágio larval (L4) por meio de sincronização, utilizando o 

método descrito por Porta de La Riva et al. (2012), no qual verme adultos C. elegans grávidos 

e/ou ovos são coletados em tampão M9, lavados em M9, e lisados com solução v/v de de 

NaOH e hipoclorito de sódio; sob estas condições apenas os ovos são mantidos íntegros. Os 

ovos foram lavados, incubados por 18h em tampão M9 sob agitação e em seguida foram 15 

adicionados a placas contendo NGM e E. coli OP50, e incubados até chegarem no estágio 

larval L4 (adulto jovem) a 16 ou 20 °C. 

Para os testes de toxicidade de C. elegans aos extratos fúngicos, os vermes foram 

expostos a diferentes concentrações de extratos (400, 160, 80, 40 e 20 μg mL
-1

). O ensaio foi 

realizado em placas de 96 poços de fundo chato, onde houve exposição crônica de larvas L4 20 

(jovem adulto) em tampão M9 com os extratos, até a morte de todos os vermes (contagem 

realizada a cada 48 h). Todas as exposições foram realizadas a 25 °C, na presença de 

alimentação normal (E. coli OP50), utilizando DMSO como controle negativo. Para o ensaio 

de exposição crônica, a FUdR, um inibidor de timidilato sintase, foi adicionada ao meio para 

impedir a produção de descendência de C. elegans (MITCHELL et al., 1979). 25 
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5. CAPÍTULOS 

Os resultados obtidos foram apresentados em forma de capítulos, dos quais os 

capítulos 1 e 2 já foram publicados no livro “Fungi of Antarctica: Diversity, Ecology and 

Biotechnological Applications”, editora Springer. Os demais capítulos foram ou serão 

submetidos em jornais indexados. 5 

 

o Capítulo 1. Capitulo de livro: “Diversity and ecology of fungal assemblages present in 

lakes of Antarctica.” 

o Capítulo 2. Capitulo de livro: “Sub-antarctic and Antarctic marine ecosystems: An 

unexplored ecosystem of fungal diversity.”  10 

o Capítulo 3. Artigo: “Cultivable fungi present in deep-sea sediments of Antarctica: 

Taxonomy, diversity, and bioprospection of bioactive compounds.” Submetido a 

revista Envinromental Microbiology. 

o Capítulo 4. Artigo: “Diversity, ecology, and bioprospection of fungi in lakes under 

anthropogenic effects in Antarctic Peninsula.” Será submetido para a revista FEMS 15 

Microbiology Ecology. 

o Capítulo 5. Artigo: “Diversity and bioprospection of cultivable fungal community in 

sediments of lakes at Antarctic Peninsula.” Será submetido para a revista FEMS 

Microbiology Ecology. 

20 
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5.1 Capítulo 1: “Diversity and ecology of fungal assemblages present in lakes of 

Antarctica.” 
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5.2 Capítulo 2:  “Sub-antarctic and Antarctic marine ecosystems: An unexplored 

ecosystem of fungal diversity.” 
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5.3 Capítulo 3. “Cultivable fungi present in deep-sea sediments of Antarctica: 

Taxonomy, diversity, and bioprospection of bioactive compounds.” 

 

Artigo submetido para a revista Envinromental Microbiology (Anexo 1), no dia 14/06/2019. 

Status: em análise  5 
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bioprospection of bioactive compounds 

 

Mayara B. Ogaki
1
, Lívia C. Coelho

1
, Rosemary Vieira

2
, Arthur Ayres Neto

2
, Carlos L. Zani

3
, 10 

Tânia M.A. Alves
3
, Policarpo A.S. Junior

3
, Silvane M.F. Murta

3
, Emerson C. Barbosa

3
, 

Jaquelline G. Oliveira
3
, Isabela P. Ceravolo

3
,
 
Patrícia O. Pereira

3
, Betania B. Cota

3
, Roberta 

O. Viana
1
, Viviane S. Alves

1
 and Luiz H. Rosa

1
* 

 

1
Departamento de Microbiologia, Universidade Federal de Minas Gerais, MG, Brasil 15 

2
Instituto de Geociências, Universidade Federal Fluminense, RJ, Brasil 

3
Instituto René Rachou, FIOCRUZ-Minas, MG, Brasil 

 

*Corresponding author. Departamento de Microbiologia, Universidade Federal de Minas 

Gerais, Belo Horizonte, MG, CEP 31270-901. Tel.: +55-31-3409 2749; Fax: +55-31-3409 20 

2730, Brazil. E-mail: lhrosa@icb.ufmg.br 

 

Running title: Fungi present in deep-sea sediments of Antarctica. 

 

Abstract 25 

We accessed the culturable mycobiota present in marine sediments at different depths in 

Antarctica ocean. Acremonium fusidioides, Penicillium allii-sativi, Penicillium chrysogenum, 

Penicillium palitans, Penicillium solitum, and Pseudogymnoascus verrucosus were identified. 

Penicillium allii-sativi was the dominant species. At least one isolate of each species was 

capable to present antifungal, trypanocidal, leishmanicidal, antimalarial, nematocidal, or 30 

herbicidal activities. Penicillium produced extracts with strong trypanocidal and antimalarial 

activities. Extracts of P. solitum and P. chrysogenum demonstrated strong antimalarial 

activities. A. fusidioides and P. verrucosus displayed strong selective herbicidal properties. 

mailto:lhrosa@icb.ufmg.br
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The 
1
H NMR signals for extracts of A. fusidioides, P. chrysogenum, and P. solitum indicated 

the presence of highly functionalized secondary metabolites. In the deep marine Antarctic 

sediments, we detected fungal assemblages in which the Penicillium species were found to be 

dominant and demonstrated capabilities to survive and/or colonise that poly-extreme habitat. 

Penicillium being a polyextremophile Antarctic species, exhibited strong biological activities 5 

and the presence of aromatic compounds in its extracts may indicate that they are wild ancient 

strains with high genetic and biochemical potentials that enable them to produce bioactive 

compounds which can be researched in further studies and used in the chemotherapy of 

neglected tropical diseases as well as in agriculture. 

 10 

Keywords: Antarctica; bioprospection; marine fungi; marine sediments 

 

Introduction 

The deep marine subsurface presents one of the most unknown microbial environment on 

the earth (Redou et al., 2015). Deep-sea microbial communities are mainly composed of 15 

bacteria and archaea (Whitman et al., 1998); however, some fungi have been reported to be 

present in these ecological niches in the past years (Damare et al., 2006; Jebaraj et al., 2010; 

Burgaud et al., 2009; Le Calvez et al., 2009; Redou et al., 2015). The first deep-sea fungi 

were isolated at a depth of 4,450 m in the Atlantic Ocean (Roth et al., 1964). Beyond the 

Atlantic, large number of fungal species were found in sediments from different regions of 20 

the world, such as the Gulf of Mexico and the Mariana Trench at a depth of 11,500 m 

(Takami et al., 1997; Thaler et al., 2012), the South Island of New Zealand at 1,927 m 

below the seafloor (Redou et al., 2015), and the east Indian Ocean at more than 4,500 m 

(Zhang et al., 2014). According to Giudice and Azzaro (2019), the microorganisms present in 

sediments of Antarctica Ocean play a major role in carbon, sulphur, nitrogen, and phosphorus 25 

cycles. Among these microorganisms, Gonçalves et al. (2013) isolated fungi from in the 

marine sediments at depths of 100, 500, 700, and 1,100 m. However, despite recent studies, 

the distribution and diversity of fungal communities in deep-sea environments of the 

Antarctic Ocean are still unknown. 

Deep subseafloors present a variety of physical and chemical properties such as salinity, 30 

porosity, extreme pH, low temperature, low nutrient availability, elevated hydrostatic, and 

lithostatic pressure, which, either individually or in combination, limit the habitability of 

fungi (Redou et al., 2015). Majority of fungi recovered from deep sea sediments using 

culture-dependent and independent methods demonstrate homology with the terrestrial 
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species indicating the possibility of their arrival in deep-sea either via wind or terrestrial 

runoffs (Raghukumar et al., 2010). These terrestrial and freshwater fungi, which are able to 

grow (and possibly also sporulate) in the marine environment, are called facultative marine 

fungi (Kohlmeyer and Kohlmeyer, 1979). Recently Pang et al. (2016) proposed that a marine 

fungus as defined as any fungus that is recovered repeatedly from marine habitats. However, 5 

it is difficult to determine how these fungi have particularly adapted to the extreme in situ 

conditions of deep sediments. 

Marine fungi are widely known to produce structurally unique secondary metabolites with 

promising biological and pharmacological properties (Rateb and Ebel, 2011). Majority of 

areas of the deep-sea bottom are stable, cold and dark, and it is assumed that most of the 10 

life forms may be present in a state of suspended animation (Raghukumar et al., 2010). The 

apparent paucity of fungal hyphae in deep-sea sediments might be because fungal 

propagules are present in the form of inactive spores and active fungal hyphae, but in low 

abundance (Damare and Raghukumar, 2008). However, Burgaud et al. (2015) reported that 

different yeasts isolated in the deep sea were active under laboratory conditions with the 15 

same pressure they experience in the deep sea. Additionally, microbial interactions 

between fungi, bacteria, and archaea may occur in the subsurface sediments and result in 

the synthesis and release of bioactive compounds useful for biotechnological applications 

(Redou et al., 2015). According to Rosa et al. (2019), to survive in extreme conditions of 

Antarctica, fungi might display unusual biochemical pathways able to generate specific or 20 

novel compounds that could be applied as prototypes to develop new drugs against different 

biological targets; in addition, recent studies show that fungi present in different environments 

of Antarctica call attention because they can be considered as live factories producing 

unknown bioactive secondary metabolites and few species and strains were investigated 

chemically until now. 25 

For the reasons describe above, in the present study, we have characterized the cultivable 

fungi present in deep marine sediments of the Antarctic Ocean and evaluated their potential 

as producers of bioactive compounds that can be used against neglected tropical diseases 

and for applications as herbicides in agriculture. 

 30 

Materials and methods 

Study area 

Four sediment samples were collected from different marine points in the South Shetlands 

Islands, Antarctica (Table S1) during the austral summers of 2014 and 2015. Samples of the 

https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AMostafa%20E.%20Rateb
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sediments at depths of 153, 250, 550, and 1,463 m were collected using a gravity corer and 

sections of 10 cm from the base of the core were sealed, placed in sterile Whirl-pack (Nasco, 

Ft. Atkinson, WI) bags and frozen at -20 °C for subsampling in the laboratory at the Federal 

University of Minas Gerais, Brazil. The core was gradually thawed at 4 °C for 24 h before 

carrying out the fungal isolation. Three subsamples of the central parts of each core were 5 

obtained using sterilized scoop inside of laminar flow hood under conditions of strict 

contamination control and processed to isolate the fungi. 

 

Fungal isolation 

Different media were used to isolate the fungal species from sediments, which are as follows: 10 

potato dextrose agar (PDA, Himedia/India), Sabouraud’s agar (SAB, Himedia/ India), 

cornmeal agar (CMA, Himedia/India), Czapek-Dox agar (CZA, Sigma-Aldrich/USA) and 

malt extract agar (MEA, malt extract 2%, peptone 0.1%, agar 2%), which were diluted in a 

ratio of 1:5 to simulate low nutrient conditions found in the deep sediments (Damare et al., 

2006; Redou et al., 2015). Additionally, the rich nutritional media used were as follows: 15 

Marine agar 2% (w/v) glucose (MAG) (Gonçalves et al., 2013), and Sabouraud 4% (w/v) 

glucose (SAG). All media contained 100 mg mL
-1

 of chloramphenicol (Sigma) to prevent 

bacterial growth and, with an exception of MAG, all media were prepared using a solution of 

water with 30 g L
-1

 sea salts
 
(Sigma, USA). 

Subsamples of the sediment were inoculated using three different methods as follows: a) 20 

Sediment dilution: 1 g of each subsample was added to 1 mL of water with sea salt at 30 g L
-1

 

(Sigma, USA), and 100 μL of these 1:1 suspensions were plated; (b) Sediment smear: The 

muddy sediment subsamples were smeared on media plates; (c) Sediment enriched: 1 g of 

each subsample was added to 5 mL of liquid media (the same media cited above, but without 

the addition of agar) under conditions of agitation at 120 rpm at 10 °C for 7 d. After 25 

incubation, 100 μL of each suspension was plated. The plates were incubated under normal 

atmospheric pressure conditions at 10 °C for 60 days under aerobic and anaerobic conditions 

using the BD GasPak EZ Anaerobe Container Systems (Becton Dickinson Microbiology 

Systems, Cockeysville, MD, USA). Two replicated of the fungal colony forming units (CFUs) 

were counted, and subcultures of all morphologically distinct colonies obtained from each 30 

sample were made. The subcultures were grouped into different morphotypes based on their 

macroscopic parameters (colony colour and texture, border type, and radial growth rate) and 

micromorphological characteristics observed on MAG agar in order to conduct subsequent 

identification. All fungal isolates were deposited in the Collection of Microorganisms and 
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Cells of the Federal University of Minas Gerais under the code UFMGCB, the data of which 

can be accessed by other scientists. 

 

Fungal identification 

The protocol for DNA extraction was described previously in Rosa et al. (2009). For the 5 

filamentous fungi, the internal transcribed spacer (ITS) region was amplified with the 

universal primers ITS1 and ITS4 (White et al., 1990). Amplification of the ITS region was 

performed as described by Rosa et al. (2009). In addition, amplification of the β-tubulin 

(Glass and Donaldson, 1995) and ribosomal polymerase II genes (RPB2) (Houbraken et al., 

2012), which are commonly utilized to fungal taxa with low intraspecific variation, was 10 

completed with the Bt2a/Bt2b and RPB2-5F-Pc/RPB2-7CR-Pc 7CR primers, respectively, 

according to protocols established by Gonçalves et al. (2015). Fungi with query coverage and 

identity ≥ 99% were considered to represent the same taxon. Representative consensus 

sequences of the fungal taxa were deposited into the GenBank database (Table 1). To achieve 

species-rank identification based on ITS, β-tubulin data and ribosomal polymerase B2, the 15 

consensus sequence was aligned with all sequences from related species retrieved from the 

NCBI GenBank database using BLAST (Altschul et al., 1997). Taxa that displayed query 

coverage and ≤98% identity or an inconclusive taxonomic position were subjected to 

phylogenetic ITS, β-tubulin, and ribosomal polymerase B2-based analysis for comparison 

with sequences of ex type species deposited in the GenBank database, with estimations 20 

conducted using MEGA Version 5.0 (Tamura et al., 2011). The maximum composite 

likelihood method was employed to estimate evolutionary distances with bootstrap values 

calculated from 1,000 replicate runs. The information about fungal classification generally 

followed the dictionary of Kirk et al. (2008), and databases MycoBank 

(http://www.mycobank.org) and the Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org). 25 

 

Morphological taxonomy 

To confirm identification of the Penicillium species, its isolates were grown in CZA, Czapek 

yeast extract agar (CYA, Himedia/India) and yeast extract agar (YES, yeast extract 3%, 

peptone 5%, agar 2%) at 25 to 30 °C for 7 d (de Hoog et al., 2001). In order to determine if 30 

the isolates were the same species, their growth characteristics (mycelial colouring, border 

and texture of the colonies), pigment and/or exudate production, and the presence or absence 

of sporulation were compared with the following species: P. alli-sativi, P. tardochrysogenum, 

http://www.indexfungorum.org/
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P. chrysogenum, P. palitans, and P. solitum. The information about the description of fungal 

characteristics was collected from the data available on MycoBank. 

 

Fungal cultivation and extract production for biological assays 

All fungal isolates were cultivated using solid-state fermentation. Briefly, the cultures were 5 

prepared by aseptically transferring three 5-mm diameter plugs of each fungal isolate on 10 

Petri dishes (90 mm diameter) containing MA medium, followed by incubation for 15 days at 

10 °C. The fungal cultures were cut in small pieces and transferred to 250 mL Erlenmeyers 

flasks followed by the addition of 100 mL of ethyl acetate (Synth, Brazil). After 72 h of 

decantation at room temperature, the organic phase was filtered and the solvent removed 10 

under rotary evaporation at 40 °C. An aliquot of each dried extract was dissolved in DMSO 

(Merck) to prepare a 100 mg mL
−1 

stock solution, which was stored at -20 °C. Sterile MA 

medium was extracted using the same procedure. The sterile MA extract was used as the 

control in the screening procedures. 

 15 

Antimicrobial activity against Cladosporium sphaerospermum 

For the assay against Cladosporium sphaerospermum CCT 1740, this was previously grown 

in BDA at 25 °C for 7 to 10 days. To prepare the solution a well-filled spore loft was 

suspended in sterile 0.85% saline solution. The resulting suspension was homogenized on a 

vortex type stirrer for 15 seconds. The cell density of the suspension was standardized in a 20 

spectrophotometer (BioSpectro SP-22) for 86-88% transmittance at 620nm, corresponding to 

10
6
 spores mL

-1
 (NCCLS M38-A, v. 22, n ° 16). Subsequently, the obtained suspension was 

diluted 50-fold in RPMI1640 culture medium (INLAB Diagnostic) for use in the assay. The 

extracts were tested at 100mg mL
-1

, and all tests were performed in duplicate. A total of 25 

μL of the extract (dissolved in DMSO and diluted in 1 mg mL
-1

 autoclaved deionized water), 25 

25 μL of the culture medium and 50 μL of the inoculum were inoculated into each well. As a 

positive control, Benomyl at 1.16 μg mL
-1

 was used. The volume of each well was 100 μL 

and the concentrations of 0.1% DMSO and 250 μg mL
-1

 extract. Plates were placed on a 

shaker (Uniscience OS-10) for 20 minutes at 200 rpm. Subsequently, they were incubated at 

25 °C for 48h. The fungi growth was analysed visually and the reading of the plates was 30 

carried out on a VERSAmax microplate reader (Molecular Devices) by the program 

Softmax® Pro 5 (Molecular Devices), with absorbance of 620 nm. The absorbance of the test 

wells was compared to the absorbance of the microorganism control. Extracts with an 

inhibition value greater than or equal to 60% were arbitrarily considered as active. 
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Assay against Trypanosoma cruzi 

The in vitro test of trypanocidal activity was performed as previously described by Romanha 

et al. (2010), using Trypanosoma cruzi (Tulahuen strain) expressing the Escherichia coli β-

galactosidase gene. Infective trypomastigote forms are obtained through culture in 5 

monolayers of mouse L929 fibroblasts in RPMI-1640 medium, without phenol red, 

containing 10% foetal bovine serum and 2 mM glutamine. For the bioassay, 4,000 L929 cells 

in 80 μL of supplemented medium are added to each well of a 96-well microtitre plate. After 

an overnight incubation, 40,000 trypomastigotes in 20 μL are added to the cells and the cells 

are incubated for 2 h. Medium containing parasites that did not penetrate the cells is replaced 10 

with 200 μL of fresh medium and the plate is incubated for an additional 48 h to establish 

infection. The medium is then replaced with solutions of natural products at 20 mg mL
-1

 in 

fresh medium (200 μL) and the plate is incubated for 96 h at 37°C. After this period, 50 μL of 

500 μM chlorophenol red b-D-galactopyranoside in 0.5% Nonidet P40 is added to each well 

and the plate is incubated for 18 h at 37 °C, after which the absorbance at 570 nm is 15 

measured. Controls with uninfected cells, untreated infected cells, infected cells treated with 

benznidazole at 3.8 μM (positive control) or DMSO 1% are used. The results are expressed as 

the percentage of T. cruzi growth inhibition in compound-tested cells as compared to the 

infected cells and untreated cells. Duplicates are run in two different plates. 

 20 

Assay against Leishmania amazonensis 

Promastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis (strain IFLA/BR/196/PH-8) obtained 

from lesions of infected hamsters were used to detect the leishmancidal activity according to 

protocols established by Callahan et al. (1997). Each extract was tested at concentration of 20 

µg mL
-1

. The results are expressed as percent inhibition in relation to controls without drugs. 25 

Amphotericin B at 0.2 μg mL
-1

 (Fungison® Bristol-Myers Squibb B, Brazil) was used as a 

positive drug control. All assays were performed in triplicate. 

 

Activity against Plasmodium falciparum blood parasites in vitro 

Initially, 20 μg mL
-1 

of each extract sample was placed into the well of the “U” bottom 96-30 

wells plates and their efficacies were evaluated against the parasites, and repeated at least 

once. The sample that inhibited the growth of the parasite with an efficacy of ≥40%, 

compared to the control, without addition of drugs, was considered promising. The promising 

samples were then titrated and the concentration at which growth inhibition of 50% of the 
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parasites took place was used to determine the IC50 value. The activity of the compounds 

against the bloodborne form of the P. falciparum parasite was tested using a chloroquine-

resistant and mefloquine-sensitive W2 clone (Oduola et al., 1988) cultured at 37 °C, as per the 

method described by Trager and Jensen (1976). The activity was measured using the SYBR 

test with the parasite suspension (0.5% parasitemia and 2% haematocrit), as described 5 

previously (Smilkstein et al., 2004). After 48 h at 37 °C, the culture supernatant was removed 

and replaced by 100 µL of the lysis buffer solution [Tris (20 mM; pH 7.5), EDTA (5 mM), 

saponin (0.008%; w/v), and Triton X-100 (0.08%; v/v)] followed by the addition of 0.2 µL 

mL
-1

 of SYBR Safe (Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA). The contents of the plate were 

transferred to a flat bottom plate and incubated in the dark for 30 min at 37 °C. The plate was 10 

read in a fluorometer (Synergy H4 Hibrid Reader, Biotek) with excitation and emission at 485 

and 535 nm, respectively. In all the tests, the activities of the compounds were expressed as 

the 50% inhibitory concentration of the parasite growth (IC50) compared to the drug-free 

controls and estimated using the curve-fitting software Origin 8.0 (OriginLab Corporation, 

Northampton, MA, USA). Chloroquine was used as antimalarial reference drug (IC50 ~ 100 15 

ng mL
-1

). Compounds with IC50 values bellow 10 μg mL
-1

, between 10 e 20 μg mL
-1

 and 

above 20 μg mL
-1

 were considered to be active, partially active and inactive, respectively. 

 

Toxic to a mammalian cell line 

The monkey kidney cell line (BGM) (ATCC, Manassas, VA, USA) was used to conduct the 20 

cytotoxicity assays, and maintained as suggested by the manufactures. The cells were cultured 

in bottles of 75 cm
2
 dimensions with RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-

inactivated fetal calf serum and 40 mg L
-1

 gentamicin in a 5% CO2 atmosphere at 37 °C. For 

the in vitro tests, a confluent cell monolayer was trypsinized, distributed in a flat-bottomed 

96-well plate (2 × 10
5
 cells mL

-1
), and incubated for 18 h at 37 °C to ensure cell adherence. 25 

The BGM cells were incubated with 20 μL of the drugs at different concentrations (≤1 mg 

mL
-1

) for 24 h in 5% CO2 at 37 °C. The cell viability was expressed as the percentage of 

control absorbance of the untreated cells after subtracting the appropriate background values. 

The drug lethal dose of cells was determined by conducting tests at least in duplicates to 

calculate the dose that killed 50% of the cells (MLD50), as described by do Céu de Madureira 30 

et al. (2002). The neutral red uptake assay was used to evaluate the lysossomal integrity and 

distinguishes live cells from dead by its ability to incorporate the dye (Borenfreund et al., 

1988). Briefly, 0.2 mL medium containing 50 μg mL
-1

 was added to each well. The plate was 

incubated for another 3 h at 37 °C to allow the uptake of the vital dye into the lysosomes of 
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viable uninjured cells. After removal of the medium, 200 μL of a mixture of 0.5% 

formaldehyde and 1% CaCl2 was added to the cells, and incubated for 5 min at 37 °C. The 

supernatant was removed and 100 μL of a solution of 1% acetic acid-50% ethanol was added 

to each well to extract the dye. After homogenization, the optical density of each well was 

measured at a wavelength of 540 nm using a spectrophotometer since this absorbance gives a 5 

linear relationship with the number of surviving cells. The ratio between drug cytotoxicity 

(MLD50 BGM) and activity (IC50 W2) was used to estimate the selective index (SI), as 

determined before (Bézivin et al., 2003), where SI ≤ 10 was indicative of toxicity. 

 

Antiviral activity against the Dengue virus 2 and the Zika virus 10 

For determining the antiviral activity against the Dengue virus 2 (DENV-2) and the Zika virus 

(ZIKV), monolayers of baby hamster kidney 21 (BHK-21) cells and Vero cells, respectively 

were used. Each cell was grown in flat bottom 96-well plates (Sarstedt, USA) using 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 2% fetal bovine serum 

(FBS), 100 U mL-1 penicillin, 100 μg mL
-1

 streptomycin, and 0.25 μg mL
-1

 amphotericin B 15 

(all from Gibco, Thermo Sci, USA). All fungal extracts were provided at 20 mg mL
-1

 in an 

aqueous 90% DMSO solution. Viral suspensions with multiplicity of infection (m.o.i.) of 2 

for both viruses and the extracts were simultaneously added to the plates, in duplicates. Cells 

were exposed to 20 μg mL
-1

 of fungal extracts for 72 h and 96 h with DENV-2 and ZIKV, 

respectively. Cell controls (uninfected untreated cells, with or without DMSO), virus controls 20 

(infected untreated cells, with or without DMSO) and antiviral positive control (infected cells 

treated with 300 and 600 UI mL
-1

 of interferon-α 2B - INREC, Uruguay) were run in parallel 

during each experiment. Additionally, all extracts were tested at the same concentration in the 

antiviral assays to verify their cytotoxicity against both cell lines. The antiviral activity was 

evaluated by the grading the peculiar cytopathic effect (CPE) caused by DENV-2 or ZIKV by 25 

optic microscopy, followed by the MTT colorimetric assay using the 3-(4,5-Dimethyl-2-

thiazolyl)-2,5-diphenyl-2 H-tetrazolium bromide (MTT) (Sigma Aldrich, USA) according to 

Mossman (1983). The results were expressed as the percentage of viral inhibition in relation 

to the virus controls. All antiviral screening assays were repeated at least twice. 

 30 

Nematicidal activity using Caenorhabditis elegans 

The wild-type N2 Bristol strain kindly provided by the CGC (Caenorhabdtitis Genetic stock 

Center) was maintained on plates of Nematode Growth Media (NGM) with a layer of 

Escherichia coli OP50 at 16 °C (Muhammed et al., 2012). To obtain worms at the same larval 
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stage, gravid hermaphrodites were synchronized using the method described by Porta de La 

Riva et al. (2012), in which, only the eggs are kept intact. In order to determine the 

nematicidal activities of the fungal extracts, young adult worms (L4) were exposed to their 

different concentrations (400, 160, 80, 40, and 20 μg mL
-1

) prepared in 200 µL of M9 buffer 

containing E. coli OP50 and supplemented with 5-fluoro-2’-deoxyuridine [FUDR (80 μg mL
-

5 

1
), Sigma] and a thymidylate synthase inhibitor to prevent offspring production (Mitchell et 

al., 1979). The assays where performed in 96-well plates (20-30 worms/well) at 23 °C using 

DMSO as a negative control and the viability was examined at intervals of 48 h until the 

death of all the nematodes was observed. The survival curves for C. elegans were plotted and 

an estimation of the differences (log-rank and Wilcoxon tests) in survival analyzed by the 10 

Kaplan-Meier method using a GraphPad Prism software 5.01 (GraphPad Software). A p-value 

of 0.05 was considered to be significant and the time required to kill 50% of the worms (LT50) 

was determined. All experiments were performed in triplicates, by at least three independent 

experiments. 

 15 

Herbicide assay 

The herbicidal activities of fungal extracts at 1 mg mL
-1

 against Lactuca sativa (lettuce) and 

Allium schoenoprasum (chive) were measured using methods adapted from Dayan et al. 

(2000). Briefly, seeds of both plants were disinfected with ethanol 70% for 1 min, sodium 

hypochlorite at 2 -2.5% for 7.5 min, washed with sterilised distilled water four times, and 20 

dried on sterilized filter paper at room temperature. Herbicidal activity was quantitatively 

evaluated in 24-wells microtitre plate by visually comparing the amount of germination in 

each well between untreated and treat samples. Samples were incubated at 26 °C in a 

germination incubator 710 (Thoth, Brazil) under continuous light conditions for 10 days for L. 

sativa and 14 for A. schoenoprasum. Test samples were dissolved in acetone to a final 25 

concentration of 10% acetone. The control wells contained 400 µL of deionized water. The 

control + solvent well contained 360 µL of water and 40 µL of the solvent. Glyphosate at 3 

mg mL
-1

 (Sigma, USA) was used as a positive herbicide control. All sample wells contained 

360 µL of water and 40 µL of the appropriate dilution of the sample. A quantitative estimate 

of herbicidal activity was evaluated using a rating scale of 0-5, where 0 = no effect and 5 = no 30 

growth or no germination of the seeds. All assays were performed in duplicate. 

 

NMR spectroscopy of bioactive extracts 
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One-dimensional NMR experiments were acquired on a Bruker Avance DRX 400 MHz 

spectrometer using 0.1% tetramethylsilane as an internal standard. 
1
H-NMR spectra of 

bioactive fungal extracts were recorded in CDCl3 using a standard pulse sequence program. 

 

Results 5 

Fungal isolation and taxonomy 

Thirty-one fungal isolates were recovered from Antarctic marine sediments, of which 8, 20, 2 

and 1 were at depths of 1,463 m, 550 m, 250 m, and 153 m, respectively. Based on 

sequencing of the different regions of rDNA, the fungi from the Antarctic deep sea were 

identified as species of Acremonium, Penicillium, and Pseudogymnoascus (Table 1). Among 10 

these, P. allii-sativi, P. solitum, P. chrysogenum, and P. pallitans occurred at depths of 1,463 

and 550 m; Acremonium fusidioides at 550 m; and Pseudogymnoascus verrucosus at 153 m. 

P. allii-sativi was the dominant species which displayed high densities at depths of 550 and 

250 m. The difference of the fungal assemblages detected among the samples may be due the 

different depth and locations. Despite the variety of culture media used in the present study, 15 

there was a low frequency of isolation, with growth observed in 6 of the 7 culture media used. 

The most frequent species isolated was P. chrysogenum (39%), followed by P. solitum (35%), 

P. allii-sativi (13%), P. palitans (6%), A. fusidioides (3%), and Pseudogymnoascus sp. (3%) 

(Fig. S1; Table S2). 

 20 

Bioprospecting of biological activities 

Thirty-one fungal extracts displayed biological activity against at least one target (Table 2). 

Herbicidal activity was the most frequent (32%) and the different isolates of A. fusidioides, P. 

allii-sativi, P. chrysogenum, P. palitans, and P. solitum were able to produce compounds that 

could bring about total inhibition of germination in the seeds of A. schoenoprasum and L. 25 

sativa. Additionally, A. fusidioides and P. verrucosus were able to produce compounds with 

selective herbicidal activities. One extract of P. chrysogenum and P. solitum each 

demonstrated antifungal activity against Cladosporium sphaerospermum. Extracts of P. 

chrysogenum, P. palitans, and P. solitum isolates exhibited high trypanocidal activities. 

Additionally, extracts of P. allii-sativi, P. chrysogenum, P. palitans, and P. solitum 30 

demonstrated antiplasmodial activities; particularly, the isolate P. chrysogenum UFMGCB 

13043 demonstrated capability to inhibit 100% of the P. falciparum growth at a concentration 

of 20 µg mL
-1

. The extracts of P. solitum UFMGCB 13030 (IC50 of 18.4; MDL50 ≥200) and 

P. chrysogenum UFMGCB 13038 (IC50 of 18.4; MDL50 ≥200) were considered to be 
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moderately active based on the selective index (SI); however, extracts of P. chrysogenum 

UFMGCB 13035, UFMGCB 13042, and UFMGCB 13036, which presented an SI ≤ 10 µg 

mL
-1

, were considered toxic. All fungal extracts demonstrated nematocidal activity against C. 

elegans and caused death of all nematodes after 10 days of incubation. The effective extracts 

were able to cause the death of 50% of nematodes (LT50 values) within 2 to 3 days of 5 

incubation at all concentrations evaluated. None of the fungal extracts displayed 

leishmanicidal and antiviral activities. 

The most bioactive fungal extracts (A. fusidioides UFMGCB 13041, P. allii-sativi UFMGCB 

13048, P. chrysogenum UFMGCB 13035, 13043, 13046, and 13038, P. solitum UFMGCB 

13030 and 13056, and P. palitans UFMGCB 13034) were examined using 
1
H NMR analysis 10 

to inspect for the presence of interesting secondary metabolites such as aromatic compounds 

and terpenoids. The extract of these fungi showed the presence of fatty acid functional groups, 

and the results of most extracts indicated the presence of triglycerides. However, downfield 

1
H NMR signals for extracts of A. fusidioides UFMGCB 13041, P. chrysogenum UFMGCB 

13043, and P. solitum UFMGCB 13030 and 13056 also indicated the presence of highly 15 

functionalized secondary metabolites due to the presence of protons in the aromatic and 

olefinic regions (Fig. S2) and can be potential producers of secondary bioactive compounds. 

 

Discussion 

Fungal recovery and identification 20 

According to Nagahama and Nagano (2012), the culture media used to isolate fungi from 

deep-sea environments are not so different from those used for terrestrial fungi. The most 

commonly used media, mainly containing malt extract, peptone, yeast extract, potato starch, 

and glucose, are usually prepared in artificial sea water with the addition of antibiotics and are 

occasionally diluted to 1:5 in order to simulate the low nutrient conditions found in the deep 25 

sea (Damare et al., 2006; Jebaraj et al., 2010; Burgaud et al., 2009; Le Calvez et al., 2009; 

Redou et al., 2015). Despite this, only few species were obtained from the deep marine 

sediments, which may be justified by the inherent characteristics of the oligotrophic substrate 

itself, since there are difficulties in simulating the atmospheric temperature and pressure 

conditions found in the depths of the Antarctic Ocean. 30 

Usually, presence of species only of the genera Aspergillus, Penicillium, Candida, 

Cryptococcus, Leucosporidium, Cylindrocarpon, Glomerella, Golovinomyces, Hortaea, 

Lodderomyces, Malassezia, Metshnikowia, Nematoctonus, Phoma, Pichia, Rhodotorula, 

Rhizophlyctis, Trichoderma, and Trichosporon have been reported from the marine sediment 
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samples around the world (Lai et al., 2007; Le Calvez et al., 2009; Ren et al., 2009; Nagano 

et al., 2010; Singh et al., 2011; Duarte et al., 2013; Gonçalves et al., 2013; Duarte et al., 

2015). However, little information is available about the fungal communities present in deep 

sea environments of the Antarctic Ocean (Lopez-Garcia et al., 2001; Gonçalves et al., 2013). 

We found that the fungal assemblages present in the Antarctic marine sediments were 5 

dominated by the Penicillium species. Among them, P. solitum was obtained at a depth of 

1,463 m, apparently under anaerobic conditions. Gonçalves et al. (2013) also obtained only P. 

solitum from areas 100 to 1,100 m below the Antarctic Ocean surface, which demonstrated 

conidial germination at low temperatures and high salinities, and capabilities to demonstrate 

amylase and esterase activities. For these reasons, it is considered to be adapted to the cold 10 

and halophilic environment of the Antarctic oceans. In Antarctica, the Penicillium species 

have been identified in samples obtained from different substrates/microhabitat and 

environments such as soils, rocks, lakes, ice, historic wood, plants, and macroalgal (Rosa et 

al., 2019). However, our study is the first to report the presence of A. fusidioides, P. allii-

sativi, P. chrysogenum, P. palitans, and P. verrucosus in Antarctic marine sediments. 15 

Penicillium chrysogenum is perhaps highly adapted to the extreme conditions found in 

Antarctica and has been isolated from different terrestrial and marine habitats. In marine 

environments, P. chrysogenum was already reported to be associated with macroalgae 

(Godinho et al., 2013; Furbino et al., 2014) and was found in deep-sea waters at depths of 5 to 

672 m at different sites across the Bransfield Strait and Gerlache Strait in the Antarctic 20 

Peninsula (Gonçalves et al., 2017). Penicillium allii-sativi was first isolated from garlic, soil, 

salterns, sorghum malt, and mixed pig feed (Houbraken et al., 2012). Godinho et al. (2015) 

reported the occurrence of P. allii-sative in the oligotrophic soils of continental Antarctica. 

Penicillium palitans was isolated from the Arctic environment (Sonjak et al., 2006), but until 

now, there are no reports on the occurrence of this species in Antarctica. 25 

It has been described that the Pseudogymnoascus species are associated with mosses (Tosi et 

al., 2002), lichens (Santiago et al., 2015), macroalgae (Godinho et al., 2013; Furbino et al., 

2014), and also present in the soils (Godinho et al., 2015) of Antarctica and are known to be 

adapted to a psychrophilic range of temperature (4 to 15 °C). The occurrence of 

Pseudogymnoascus verrucosus, found in core marine sediments at a depth of 153 m in 30 

Antarctic soils on the Coppermine Peninsula, Robert Island, was recently described (Gomes et 

al., 2018). 

The genus Acremonium (also known as Cephalosporium), comprises of cosmopolitan fungi 

isolated commonly from decomposing plants and soils (Fincher et al., 1991). In the marine 
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environment, many species are pathogens mainly of lobsters, fishes, and oysters (Hatai et al., 

2012). In the Antarctic regions, these genera have already been isolated from marine seawater 

obtained from different depths (Gonçalves et al., 2017) and are also associated with lichens 

(Nascimento et al., 2015).  

 5 

Bioprospecting of biological activities 

Penicillium species are known due to their active metabolism to produce several bioactive 

compounds. Recently, Antipova et al. (2018) studied the secondary metabolites of several 

Penicillium strains isolated from high-latitude ecosystems, including those from Antarctic 

soils which have been detected to be prolific producers of secondary bioactive metabolites. 10 

Penicillium from the Antarctic have been gaining attention because they can be considered as 

live factories producing unknown bioactive secondary metabolites. However, few Penicillium 

strains of the Antarctic were chemically investigated in detail. According to Houbraken et al., 

(2012), eight Penicillium species are recognized producers of penicillin and we detected two 

among these (P. allii-sativi and P. chrysogenum) in the deep Antarctic marine sediments, such 15 

that more than one strain was able to produce compounds with different biological activities. 

P. allii-sativi produces several secondary metabolites. According to Houbraken et al., (2012) 

P. allii-sativi produces penicillin, atlantinone A, chrysogenamide, 2-(4-hydroxyphenyl)-2-

oxoacetaldehydeoxim, anaptho-γ-pyrone, 2-pyruvoylaminobenzamide, roquefortine C, D, 

meleagrin, verrucosidin, normethylverrucosidin, deoxyverrucosidin, verrucosidinol, and 20 

others uncharacterised compounds. P. chrysogenum is best known species of Chrysogena that 

are able to produce penicillin, and for this reason, its taxonomy and search for wild strains has 

been receiving further attention (Houbraken et al., (2012). Brunati et al. (2009) described 

strains of P. chrysogenum from Antarctica to be producers of rugulosin and skyrin (bioactive 

bis-anthraquinones) which are able to demonstrate selective antibacterial activity against 25 

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, and Escherichia coli. Additionally, the extract 

of P. chrysogenum recovered from the endemic Antarctic macroalga Palmaria decipiens 

yielded extracts with high and selective antifungal and/or trypanocidal activities (Godinho et 

al., 2013). Additionally, distinct isolates of P. allii-sativi, P. chrysogenum, P. palitans, and P. 

solitum were able to present different biological activities, demonstrating intra-specific 30 

genetic/metabolic differences in their capabilities to produce bioactive compounds. The same 

effect was observed by Godinho et al. (2015) in Penicillium strains recovered from ultra-

oligotrophic soils of continental Antarctica. 
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The Pseudogymnoascus species seem to demonstrate metabolic plasticity and tolerance to 

cold environments and may be the source of interesting bioactive molecules such as nitro 

derivatives with antibacterial and antifungal activities (Figueroa et al., 2015). Li et al. (2008) 

isolated the Geomyces sp. (Pseudogymnoascus) from the Antarctic soil which produced the 

geomycins B and C capable of demonstrating antifungal and antibacterial activities. Furbino 5 

et al. (2014) reported two species of Pseudogymnoascus associated with Antarctic macroalgae 

with selective antifungal activity. Gomes et al. (2018) detected that Pseudogymnoascus 

destructans was a producer of herbicidal and trypanocidal compounds. 

According to Tian et al. (2017), the Acremonium species present promising sources of novel 

and bioactive secondary metabolites such as steroids, terpenoids, meroterpenoids, polyketides, 10 

alkaloids, peptides, and others, which show demonstrate antimicrobial, cytotoxic, antitumor, 

immunosuppressive, antioxidant, anti-inflammatory, antimalarial, phytotoxic, tremorgenic, 

antiviral, neuritogenic, insecticidal, and enzyme inhibiting activities. A. fusidioides has been 

described as a producer of interesting bioactive compounds. Xiao et al. (2016) discovered 

known substances and two new compounds, a steroid and a cyclopentanone derivate 15 

fusidione, produced by A. fusidioides RZ01. 

Parasitic nematodes can cause serious damage to agriculture; furthermore, these parasites can 

attack and destroy a wide variety of organisms, including animals, plants, and 

microorganisms (Li et al., 2007). The life-style of the free-living worm C. elegans is very 

different from that of the parasites, but it has been used as a model in anthelmintic and 20 

nematicidal studies, mainly due to the comparative physiology and pharmacology of the 

Nematoda group (Holden-Dye and Walker, 2014). Majority of the fungal extracts 

demonstrated nematicidal activity against C. elegans and 
1
H NMR analysis showed the 

presence of aromatic compounds. Fungi are known to be producers of nematicidal compounds 

such as the alkaloid paraherquamides produced by the Penicillium species (Ondeyka et al., 25 

1990; Blanchflower et al., 1991, 1997). 

 

Conclusion 

Different ecosystems of Antarctica offer unique opportunities to discover fungi capable of 

surviving under extreme conditions, and among these, marine sediments present an 30 

unexplored environment/microhabitat with extreme conditions of temperature, availabilityle 

of oxygen, and high pressure. In deep marine sediments of Antarctica, we detected fungal 

assemblages dominated by the Penicillium species, which seem to demonstrate capabilities to 

survive and/or colonise the poly-extreme habitat. Penicillium is a polyextremophile of the 
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Antarctic species which displayed strong biological activities and the presence of aromatic 

compounds in its extracts, and may be present as wild ancient strains with high genetic and 

biochemical potential to produce bioactive compounds which can be used in further studies on 

chemotherapy against neglected tropical diseases as well as in agriculture as herbicidal 

compounds with less toxicity. 5 
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Tables and figures 10 

 

Table S1. Sites where the marine sediment samples were collected in Antarctic ocean. 

Site Depth (m) Longitude Latitude 

South Shetlands sea 550 58º 00.383' 62º 11.258' 

Maxwell Bay 153 58º 57.135' 62º 14.632' 

Maxwell Bay 250 58º 56.035' 62º 14.667' 

Antarctic Ocean 1463 62º 45.270' 59º 00.090' 
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Table 1. Fungi isolated from marine sediments of Antarctica Peninsula identified by sequence comparison with the BLASTn match with the 

NCBI GenBank database. 

UFMGCB
a
 Depth 

(m) 

Density 

(CFU g
-1

) 

Top BLAST search results (GenBank accession 

number) 

No. of bp 

analysed 

QC 

(%) 

Identity 

(%) 

Proposed taxa
e
 (GenBank 

accession number) 

13029 1463 80 Penicillium solitum (NR119494)
b 

Penicillium solitum (AY674356)
b 

Penicillium solitum (KU904363)
d
 

429 

255 

580 

100 

100 

100 

99 

99 

99 

Penicillium solitum (MK599239
f
, 

MK984232
g
, MK609958

h
) 

13041 550 20 Acremonium fusidioides (NR130687)
b
 417 100 99 Acremonium fusidioides 

(MK599240
f
) 

13045 550 160 Penicillium allii-sativi (MH865981)
b 

Penicillium allii-sativi (KM656093)
c 

Penicillium allii-sativi (KM656086)
d
 

460 

321 

639 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

Penicillium allii-sativi 

(MK599241
f
, MK984229

g
, 

MK609959
h
) 

13035 550 20 Penicillium chrysogenum (MH856357)
b 

Penicillium chrysogenum (JF909955)
c
 

Penicillium chrysogenum (JX996668)
d
 

412 

349 

575 

100 

100 

100 

99 

98 

99 

Penicillium chrysogenum 

(MK599242
f
, MK984230

g
, 

MK609960
h
) 

13037 550 40 Penicillium palitans (MK226538)
b 

Penicillium palitans (KU904360)
d
 

461 

558 

100 

100 

100 

100 

Penicillium palitans (MK599243
f
, 

MK609961
h
) 

13040 550 20 Penicillium solitum (NR119494)
b 

Penicillium solitum (KU904363)
d
 

359 

301 

100 

100 

100 

99 

Penicillium solitum (MK599244
f
, 

MK609962
h
) 

13053 250 260 Penicillium allii-sativi (MH865981)
b 

Penicillium allii-sativi (KM656093)
c
 

Penicillium allii-sativi (KM656086)
d
 

467 

359 

523 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

Penicillium allii-sativi 

(MK599245
f
, MK984231

g
, 

MK609963
h
) 

13055 153 20 Pseudogymnoascus verrucosus (KJ755525)
b
 469 100 99 Pseudogymnoascus verrucosus 

(MK599246
f
) 

a
UFMGCB = Culture of Microorganisms and Cells from the Federal University of Minas Gerais. Taxa subjected to BLAST analysis based on the 

b
ITS, 

c
β-tubulin, 

d
Polymerase 2. 

e
Taxonomic suggested. Sequences of 

f
ITS, 

g
β-tubulin and 

h
Polymerase 2 deposited in GenBank database.
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Fig. S1. Frequency of fungal isolation on different culture media. 
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Table S2. Density (CFU g
-1

) of fungi isolated from marine sediments in Antarctica. 

  

 Density (CFU g
-1

) 
 

Number of isolates 

Depth 

(m) 
Fungal species 

 
PDA SAB CZA MEA MA SAG Total 

 
PDA SAB CZA MEA MA SAG Total 

1463 Penicillium solitum
a
  720 - - 1440 - 2880 5040 

 
2 - - 3 - 3 8 

550 Acremonium fusidioides
b
  - - - - 1 - 1 

 
- - - - 1 - 1 

 

Penicillium allii-sativi
a
  - 720 - - - - 720 

 
- 1 - - - - 1 

 

Penicillium allii-sativi
b
  - 3 - - - - 3 

 
- 1 - - - - 1 

 

Penicillium chrysogenum
a
  - 1080 720 1440 - 4320 7560 

 
- 1 1 2 - 4 8 

 

Penicillium chrysogenum
b
  - 5 - 2 2 - 9 

 
- 1 - 1 2 - 4 

 Penicillium palitans
a
  720 - - - - - 720  1 - - - - - 1 

 

Penicillium palitans
b
  - - - 2 - - 2 

 
- - - 1 - - 1 

 

Penicillium solitum
a
  - - 1080 2160 - - 3240 

 
- - 1 2 - - 3 

250 Penicillium allii-sativi
c
  - 120 - 80 - - 200 

 
- 1 - 1 - - 2 

153 Pseudogymnoascus verrucosus
c
  - 40 - - - - 40 

 
- 1 - - - - 1 

Media = PDA: Potato dextrose agar (diluted 1:5), SAB: Sabouraud agar (diluted 1:5), CZA: Czapek dox agar (diluted 1:5), MEA: malt extract agar (diluted 1:5), MA: Marine 

agar with 2% of glucose and SAG: Sabouraud agar.  = Arithmetic mean. N = Total of isolates recovered. Methods of isolation = a: Enrichment, b: smear, and c: dilution. (-) 

= absent. 



118 

 

 

 

Table 2. Biological activities of extracts obtained from cultures of fungal species isolated from marine sediments from Antarctica. 

 
Biological activities 

 

 

 
 

Antifungal
b
 Herbicidal

c
 Antiparasitic

d
 Nematicidal

g
 

Fungal species UFMGCB
a
 C. sphaerospermum A. schoenoprasum L. sativa T. cruzi L. amazonensis P. falciparum C. elegans 

Acremonium fusidioides 13041 0 ± 0 4 ± 0 5 ± 0.5 0 ± 0 62 ± 3 0 ± 0 2 ± 0 

Penicillium allii-sativi 13048 0 ± 0 5 ± 0.5 3 ± 1 0 ± 0 56 ± 2 44 ± 8 2 ± 0 

P. allii-sativi 13045 49 ± 10 3 ± 0.5 1 ± 1 0 ± 0 58 ± 2 0 ± 0 2 ± 0 

P. allii-sativi  13053 65 ± 15 2 ± 1.5 4 ± 0 0 ± 0 63 ± 5 0 ± 0 2 ± 0 

P. allii-sativi  13054 0 ± 0 3 ± 0.5 5 ± 0.5 0 ± 0 53 ± 5 41 ± 1.5 2 ± 0 

Penicillium chrysogenum 13035 20 ± 0 2 ± 1 5 ± 0.5 93 ± 10 64 ± 7 75 ± 7 2 ± 0 

P. chrysogenum 13036 0 ± 0 2 ± 1 4 ± 0.5 0 ± 0 49 ± 4 0 ± 0 3 ± 0.9 

P. chrysogenum 13039 38 ± 13 2 ± 0.5 3 ± 1.5 43 ± 8 46 ± 2.5 45 ± 1.4 2 ± 0 

P. chrysogenum 13042 0 ± 0 3 ± 1 5 ± 0.5 36 ± 17 48 ± 2 84 ± 5.5 2 ± 0 

P. chrysogenum 13043 0 ± 0 3 ± 1.5 3 ± 0.5 0 ± 0 50 ± 1 100 ± 10 3 ± 0.9 

P. chrysogenum 13046 73 ± 7 5 ± 0.5 4 ± 0.5 25 ± 10 59.5 ± 3 63.2 ± 6.7 2 ± 0 

P. chrysogenum 13047 50 ± 10 2 ± 0.5 2 ± 0 0 ± 0 55 ± 3 0 ± 0 2 ± 0 

P. chrysogenum 13049 40 ± 0 3 ± 0.5 4 ± 0.5 0 ± 0 66 ± 4 0 ± 0 2 ± 0 

P. chrysogenum 13050 1 ± 8 4 ± 0 2 ± 0 0 ± 0 64 ± 3 54 ± 2 2 ± 0 

P. chrysogenum 13051 39 ± 0 3 ± 0.5 4 ± 0.5 0 ± 0 59 ± 2 0 ± 0 2 ± 0 

P. chrysogenum 13052 30 ± 0 3 ± 0 3 ± 0.5 0 ± 0 60 ± 3 53 ± 14 2 ± 0 

P. chrysogenum 13038 0 ± 0 2 ± 1 5 ± 0 80 ± 16 52 ± 1.5 71.5 ± 4 2 ± 0 

Penicillium palitans  13034 30 ± 12 4 ± 0 5 ± 0.5 67 ± 28 60 ± 3 52 ± 3 2 ± 0 

P. palitans 13037 0 ± 0 4 ± 1.5 5 ± 0 71 ± 13 62 ± 3 50 ± 6 2 ± 0 

Penicillium solitum 13027 16 ± 0 3 ± 1 5 ± 0 32 ± 7.8 56 ± 2.5 0 ± 0 2 ± 0 
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P. solitum 13028 16 ± 0 4 ± 1 5 ± 0 0 ± 0 59 ± 6 0 ± 0 2 ± 0 

P. solitum 13029 0 ± 0 4 ± 0.5 5 ± 0 0 ± 0 60 ± 2 0 ± 0 2 ± 0 

P. solitum 13030 0 ± 0 1 ± 0 3 ± 0 69 ± 28 53 ± 3 45.5 ± 14 2 ± 0 

P. solitum 13031 74 ± 10 4 ± 0.5 4 ± 0.5 0 ± 0 52 ± 1 0 ± 0 3 ± 0.9 

P. solitum 13032 23 ± 0 5 ± 0.5 5 ± 0 0 ± 0 47 ± 1 0 ± 0 2 ± 0 

P. solitum 13033 35 ± 0 3 ± 0 5 ± 0 0 ± 0 50 ± 3 0 ± 0 2 ± 0 

P. solitum 13040 49 ± 30 5 ± 0 5 ± 0.5 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 2 ± 0 

P. solitum 13044 60 ± 13 3 ± 1.5 5 ± 0 0 ± 0 64 ± 5 0 ± 0 2 ± 0 

P. solitum 13056 44 ± 8 5 ± 0.5 5 ± 0 0 ± 0 45 ± 1 0 ± 0 2 ± 0 

P. solitum 13057 0 ± 0 5 ± 0.5 5 ± 0 0 ± 0 51 ± 2 0 ± 0 2 ± 0 

Pseudogymnoascus verrucosus 13055 42 ± 0 1 ± 1 4 ± 0 0 ± 0 49 ± 2 0 ± 0 2 ± 0 

Control drugs Benomyl 100 ± 0 - - - - - - 

 

Glyphosate - 3 ± 1 4 ± 1 - - - - 

 

BenZ - - - 89 ± 14 - - - 

 
Amph B - - - - 80 ± 9 - - 

 Chloroquine - - - - - 100 ± 5 - 

a
UFMGCB = Culture of Microorganisms and Cells from the Federal University of Minas Gerais. 

b
Results of effective extract with inhibition of ≥70% of Cladosporium 

sphaerospermum. 
c
The qualitative estimate of phytotoxicity was evaluated by using a rating scale of 0-5, where 0 = no effect and 5 = no growth or no germination of the 

seeds. Plant targets: L sativa = Lactuca sativa (lettuce), A. schoenoprasum = Allium schoenoprasum (chive). 
d
Results of effective extract with inhibition of ≥40% of 

Trypanossoma cruzi, ≥70% of Leishmania amazonensis, ≥40% of Plasmodium falciparum. 
g
Results

 
of lethal time (LT50) of effective extracts (evaluated in the concentration 

of 20µg mL
-1

) in nematicidal assay against Caenorhabditis elegans. In bold extracts that presented bioactivity.5 
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Fig. S2. 
1
H-NMR spectrum (400 MHz, CD3OD) of bioactive fungal extracts Regions of interest are labelled in red square above the 

corresponding signals of aromatic compounds produced by the fungi. 5 
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Running title: Fungi in lakes of Antarctica 

 

Abstract 

We accessed the culturable fungal assemblages present in sediments of three lakes under 

anthropogenic impact in Fildes Peninsula, King George Island, Maritime Antarctica. Sixty-

three different taxa were identified. Cladosporium sp. 2, Pseudeurotium hygrophilum, and 

Pseudogymnoascus verrucosus occurred in sediments of all lakes sampled. The diversity 

indices of the fungal assemblages and the physic-chemical conditions ranged across the lakes. 

In the sediment of the Central Lake that is under close influence of human activities were 

detected the high concentrations of metals and the lowest fungal diversity indices in 

comparision with the other two lakes, which are far from the Antarctic stations. Forty fungal 

extracts displayed at least one biological acitivities. Among them, P. hygrophilum, P. 

verrucosus, Penicillium glabrum, and Penicillium solitum showed strong trypanocidal, 

mailto:lhrosa@icb.ufmg.br
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herbicidal, and antifungal activities. Our results suggest that the increasing of the 

anthropogenic activities in the Fildes Peninsula, King George Island, may affect the microbial 

diversity and composition, and the fungal diversity in these lakes may be used as model to 

study the impact of anthropogenic activities in Antarctica. Additionally, we detected in the 

lake sediments different fungal taxa able to produce bioactive compounds, which may 

represent source of new drugs for use in medicine and agriculture. 

 

Introduction 

Antarctic Peninsula perhaps represents the region of the earth under the most global climate 

changes (Rosa et al., 2019). According to Flocco et al. (2019), different Antarctic 

environments have been changing due mainly to the global climate changes, but also by the 

impact of human activities of tourism and research over the last 50 years (Flocco et al., 2019). 

The increase of human activities in Antarctica, especially in the Antarctic Peninsula, has 

caused pollution problems, especially in areas where scientific stations are located, due to fuel 

combustion, accidental oil spills, waste incineration, sewage, and other activities linked to 

stations (Bargagli, 2008). Among the areas in Antarctica with intense research and tourism 

activities, the Fildes peninsula in the King George island  shelters six permanent Antarctic 

stations and represents  a major logistical hub in the Antarctic Peninsula, where scientific, 

logistic, and tourist activities are concentrated  (Padeiro et al., 2016). 

Fungi play an important role in nutrient cycling, bioconversions and energy flows in 

ecosystems (Peralta et al., 2017). According to Wong et al. (2008), in freshwater ecosystems, 

such as the lakes of Antarctica, fungi play fundamental role in decomposition of suspended 

particulate mater in water, like plants (degraded celluloses and lignocelluloses), and animals 

(exoskeletons, feathers, hairs). Abiotic factors such as UV radiations, low temperature, 

melting glaciers and recent snow, winds, sea spray, and sea ice extent, as well as organic 

influence of fauna and plants in lacustrine areas (extra-aquatic zones) also can influence the 

composition of the fungi communities of a lake (Ogaki et al., 2019a). However, there are 

insufficient informations on the effects of pollution and anthropogenic factors on fungal 

diversity and ecology in Antarctic lakes. 

As anthropogenic impact pollution concentrated in Maritime Antarctica may affect the 

terrestrial and coastal marine natural ecosystems and influence directly the Antarctic 

mycobiota, in present study we characterize the diversity and ecology of cultivable fungal 

community present in sediment of lakes, and impacted by anthropogenic activity in the 

Antarctic Peninsula region. In addition, we evaluated the potential of the fungi as 
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producers of bioactive compounds that can be used against neglected tropical diseases and 

for applications as herbicides in agriculture. 

 

Materials and methods 

Study area 

Three samples of lacustrine sediments were collected in three different points in Fildes 

Peninsula, King George Island, Antarctica (Figure S1) in austral summer of 2016 during the 

XXXIV Antarctic Operation. Samples were collected manually using plastic pipes (60 mm of 

diameter x 50 cm of height) and conditioned at - 20 °C until to be subsampling in the 

laboratory at the Federal University of Minas Gerais, Brazil. A gradual thawing of the core at 

4 °C was performed 24 hours before the fungi isolation. Three subsamples of the central parts 

of each core were obtained using sterilized scoop inside of laminar flow hood under 

conditions of strict contamination control and processed to isolate the fungi.  

 

Sediment analysis 

For analysis of metals and trace elements present in the lake sediments, 100 g of solid sample 

was opened by means of a partial digestion using nitric acid, hydrochloric acid and hydrogen 

peroxide. The "bioavailable" metals present are oxidized and solubilized. In this process 

metals in structures such as silicates are not solubilized. The calculation of metal 

concentrations is based on the data presented by inductively coupled plasma - optical 

emission spectrometry (ICP-OES) equipment, considerating w/v of the ratio. Humidity data 

were used for calculations on dry basis or pretreatment is performed. Values of blank and 

replicates are checked according to the criteria registered in the CCLAS laboratory software. 

The concentration of the PAHs was determinated by the standard methods stabilished by US 

EPA 8260 (2006), which detect volatile organic compounds in solid samples by gas 

chromatography/mass spectrometry. The polycyclic aromatic hydrocarbon (PAHs) evaluated 

was acenaphthene, acenaphthylene, anthracene, benzo(a)anthracene, benzo(a)pyrene, 

benzo(b)fluoranthene, benzo(g, h, i)perylene, benzo(k)fluoranthene, criseno, dibenzo(a, 

h)anthracene, phenanthrene, fluoranthene, fluorene, indene(1, 2, 3-cd)pyrene, naphthalene and 

pyrene. 

 

Fungi isolation 

In order to isolate fungi in the lacustrine sediment, 1 g of each subsampled sediment was 

resuspended in 1 mL of 0.85% saline, and 100 μL of each suspension were plated in the 
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media: DRBC – Dichloran Rose Bengal agar (peptone 0.5%, glicose 1%, KH2PO4 0.1%, 

MgSO4.7H2O 0.05%, dichloran 0.0002%, rose bengal 0.0025% e agar 2%), MEA – Malt 

extract agar (malt extract 5%, agar 2%) and MM – Minimal media (peptone 0.025%, glucose 

0.5%, K2HPO4 0.698%, KH2PO4 0.544%, (NH4)2SO4 0.1%, MgSO4 . 7 H2O 0.11%, agar 

2%). All media containing 100 mg mL
-1

 of chloramphenicol (Sigma) to prevent bacterial 

growth and the plates were incubed at 10 °C for 60 days. Fungal colony forming units (CFUs) 

were counted, and subcultures were made of all of the morphologically distinct colonies from 

each sample. The subcultures were grouped into different morphotypes according to their 

macroscopic parameters (colony color and texture, border type and radial growth rate) and 

micromorphological characteristics on the same isolation media, except for the isolates 

obtained from the DRBC, whose was done in the APG – Base agar (peptone 0.5%, glucose 

1%, KH2PO4 0.1%, MgSO4.7H2O 0.05%, agar 2%). DRBC, MEA and MM culture media 

have distinct constitutions considered importante for the isolation of lacustrine fungi as flows: 

(i). MEA is a nutrient-rich media that provides a rich source of carbon, nitrogen and other 

nutrients of variable composition; (ii) DRBC has a basal composition and also the antifungal 

dichloran and rose bengal in their constitution, in order to avoid fungi of rapid radial growth 

which could inhibit the appearance of slower growing fungi and; (iii)  MM are used to isolate 

fungi that could be inhibited by high sugar contents. All fungal isolates were deposited in the 

Collection of Microorganisms and Cells of the Federal University of Minas Gerais under code 

UFMGCB. 

 

Fungal identification 

The protocol for DNA extraction was described previously in Rosa et al. (2009). For the 

filamentous fungi, the internal transcribed spacer (ITS) region was amplified with the 

universal primers ITS1 and ITS4 (White et al., 1990). Amplification of the ITS region was 

performed as described by Rosa et al. (2009). In addition, amplification of the β-tubulin 

(Glass and Donaldson, 1995) and ribosomal polymerase II genes (RPB2) (Houbraken et al., 

2012), which are commonly utilized to fungal taxa with low intraspecific variation, was 

completed with the Bt2a/Bt2b and RPB2-5F-Pc/RPB2-7CR-Pc 7CR primers, respectively, 

according to protocols established by Gonçalves et al. (2015). Yeasts were grouped and 

identified according to protocols established by Kurtzman et al. (2011), and their molecular 

identities were confirmed by sequencing the D1–D2 variable domains of the large–subunit 

rRNA gene using the primers NL1 and NL4 as described by Lachance et al. (1999). Fungi 

with query coverage and identity ≥ 99% were considered to represent the same taxon. 
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Representative consensus sequences of the fungal taxa were deposited into the GenBank 

database (Table 1). To achieve species-rank identification based on ITS, β-tubulin data and 

ribosomal polymerase B2, the consensus sequence was aligned with all sequences from 

related species retrieved from the NCBI GenBank database using BLAST (Altschul et al., 

1997). Taxa that displayed query coverage and ≤ 98% identity or an inconclusive taxonomic 

position were subjected to phylogenetic ITS, β-tubulin and ribosomal polymerase B2-based 

analysis for comparison with sequences of type species deposited in the GenBank database, 

with estimations conducted using MEGA Version 6.0 (Tamura et al., 2011). The maximum 

composite likelihood method was employed to estimate evolutionary distances with bootstrap 

values calculated from 1,000 replicate runs. The information about fungal classification 

generally followed the databases of Kirk et al. (2008), MycoBank (http://www.mycobank.org) 

and the Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org). 

 

Diversity of the fungal community 

To quantify species diversity, richness, and dominance the indices Fisher’s α, Margalef’s, and 

Simpson’s were used, respectively. The matrices of OTUs (Operational taxonomic units) 

abundances (calculated for each OTU from the fungal density of each lake) were used to 

perform the following multivariate analyses to estimate the similarities among fungal taxa 

from different lakes points using the Sorensen and Bray-Curtis coefficient. Species 

accumulation curves were obtained using Mao Tao index. The principal components analyses 

(PCA) calculations were carried between the fungal diversity indices and the physic-chemical 

characteristics of the lake sediments. All results were obtained with 95% confidence, and 

bootstrap values were calculated from 1,000 replicates using the PAST computer program 

1.90 (Hammer et al., 2001). 

 

Production of the fungal extracts for biological assays 

Fungal isolates were cultivated using solid-state fermentation. The cultures were prepared by 

aseptically transferring eight 5-mm diameter plugs of each fungal isolate on two Petri dishes 

(90 mm diameter) containing their same isolation media without addition of chloramphenicol, 

except for the fungi isolated in DRBC medium, these were plated in APG medium, very 

similar to the basal composition of the original medium, but without addition of antifungals. 

After incubation during 15 days at 15 °C, the fungal cultures were cut in small pieces and 

transferred to 250 mL Erlenmeyers followed by the addition of 100 mL of ethanol PA (Vetec, 

Brazil). After 72 h of decantation at 4 °C, the organic phase was filtered and the solvent 
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removed under rotary evaporation at 40 °C. The aliquot of each dried extract was dissolved in 

DMSO (Merck) and sterile deionized water to prepare a 100 mg mL
-1 

stock solution, which 

was stored at -20 °C. Sterile media were extracted using the same procedure and their extracts 

were used as control in the screening procedures. 

 

Activity against Cladosporium sphaerospermum 

To assess the antifungal activity of the extracts, we used a culture of Cladosporium 

sphaerospermum CCT 1740 grown in BDA at 25 °C for 7 to 10 days. To prepare the inoculum 

a well-filled spore loft was suspended in sterile 0.85% saline solution. The resulting 

suspension was homogenized on a vortex type stirrer for 15 seconds. The cell density of the 

suspension was standardized in a spectrophotometer (BioSpectro SP-22) for 86-88% 

transmittance at 620 nm, corresponding to 10
6
 spores mL

-1
 (NCCLS M38-A, v. 22, n ° 16). 

Subsequently, the obtained spores suspension was diluted 50-fold in RPMI1640 culture 

medium (INLAB Diagnostic) for use in the assay. All extracts were tested at 100mg mL
-1

, and 

in duplicate. A total of 25 μL of the extract (dissolved in DMSO and diluted in 1 mg mL
-1

 

autoclaved deionized water), 25 μL of the culture medium and 50 μL of the inoculum were 

inoculated into each well. As a positive control, benomyl at 1.16 μg mL
-1

 was used. The 

volume of each well was 100 μL and the concentrations of 0.1% DMSO and 250 μg mL
-1

 

extract. Plates were placed on a shaker (Uniscience OS-10) for 20 minutes at 200 rpm, and 

subsequently, incubated at 25 °C for 48h. Fungal growth was analysed visually and 

spectrometrically on a VERSAmax microplate reader (Molecular Devices) by the program 

Softmax® Pro 5 (Molecular Devices), with absorbance of 620 nm. The absorbance of the 

treated wells (with extracts) was compared to the absorbance of the microorganism growth 

control (non treated). Extracts with an inhibition value greater than or equal to 60% were 

arbitrarily considered as active. 

 

Assay against Trypanosoma cruzi 

The in vitro test of trypanocidal activity was performed as previously described by Romanha 

et al. (2010), using Trypanosoma cruzi (Tulahuen strain) expressing the Escherichia coli β-

galactosidase gene. Infective trypomastigote forms are obtained through culture in 

monolayers of mouse L929 fibroblasts in RPMI-1640 medium, without phenol red, 

containing 10% foetal bovine serum and 2 mM glutamine. For the bioassay, 4,000 L929 cells 

in 80 μL of supplemented medium are added to each well of a 96-well microtitre plate. After 

an overnight incubation, 40,000 trypomastigotes in 20 μL are added to the cells and the cells 
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are incubated for 2 h. Medium containing parasites that did not penetrate the cells is replaced 

with 200 μL of fresh medium and the plate is incubated for an additional 48 h to establish 

infection. The medium is then replaced with solutions of natural products at 20 mg mL
-1

 in 

fresh medium (200 μL) and the plate is incubated for 96 h at 37°C. After this period, 50 μL of 

500 μM chlorophenol red b-D-galactopyranoside in 0.5% Nonidet P40 is added to each well 

and the plate is incubated for 18 h at 37 °C, after which the absorbance at 570 nm is 

measured. Controls with uninfected cells, untreated infected cells, infected cells treated with 

benznidazole at 3.8 μM (positive control) or DMSO 1% are used. The results are expressed as 

the percentage of T. cruzi growth inhibition in compound-tested cells as compared to the 

infected cells and untreated cells. Duplicates are run in two different plates. 

 

Assay against Leishmania amazonensis 

Promastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis (strain IFLA/BR/196/PH-8) obtained 

from lesions of infected hamsters were used to detect the leishmancidal activity according to 

protocols established by Callahan et al. (1997). Each extract was tested at concentration of 20 

µg mL
-1

. The results are expressed as percent inhibition in relation to controls without drugs. 

Amphotericin B at 0.2 μg mL
-1

 (Fungison® Bristol-Myers Squibb B, Brazil) was used as a 

positive drug control. All assays were performed in triplicate. 

 

Activity against Plasmodium falciparum blood parasites in vitro 

Initially, 20 μg mL
-1 

of each extract sample was placed into the well of the “U” bottom 96-

wells plates and their efficacies were evaluated against the parasites, and repeated at least 

once. The sample that inhibited the growth of the parasite with an efficacy of ≥40%, 

compared to the control, without addition of drugs, was considered promising. The promising 

samples were then titrated and the concentration at which growth inhibition of 50% of the 

parasites took place was used to determine the IC50 value. The activity of the compounds 

against the blood form of the P. falciparum parasite was tested using a chloroquine-resistant 

and mefloquine-sensitive W2 clone (Oduola et al., 1988) cultured at 37 °C, as described by 

Trager and Jensen (1976). The activity was measured using the SYBR test with the parasite 

suspension (0.5% parasitemia and 2% haematocrit), as described previously (Smilkstein et al., 

2004). After 48 h at 37 °C, the culture supernatant was removed and replaced by 100 µL of 

the lysis buffer solution [Tris (20 mM; pH 7.5), EDTA (5 mM), saponin (0.008%; w/v), and 

Triton X-100 (0.08%; v/v)] followed by the addition of 0.2 µL mL
-1

 of SYBR Safe (Sigma-

Aldrich, Carlsbad, CA, USA). The contents of the plate were transferred to a flat bottom plate 
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and incubated in the dark for 30 min at 37 °C. The plate was read in a fluorometer (Synergy 

H4 Hibrid Reader, Biotek) with excitation and emission at 485 and 535 nm, respectively. In 

all the tests, the activities of the compounds were expressed as the 50% inhibitory 

concentration of the parasite growth (IC50) compared to the drug-free controls and estimated 

using the curve-fitting software Origin 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, 

USA). Chloroquine was used as antimalarial reference drug (IC50 ~ 100 ng mL
-1

). Compounds 

with IC50 values bellow 10 μg mL
-1

, between 10 and 20 μg mL
-1

 and above 20 μg mL
-1

 were 

considered to be active, partially active and inactive, respectively. 

 

Cytotoxicity assay in BGM cells 

BGM cell line, derived from African green monkey kidney (ATCC, Manassas, VA, USA) was 

used to conduct the cytotoxicity assays, and maintained as suggested by the manufactures. 

The cells were cultured in bottles of 75 cm
2
 dimensions with RPMI 1640 medium 

supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum and 40 mg L
-1

 gentamicin in a 5% 

CO2 atmosphere at 37 °C. For the in vitro tests, a confluent cell monolayer was trypsinized, 

distributed in a flat-bottomed 96-well plate (2 × 10
5
 cells mL

-1
), and incubated for 18 h at 37 

°C to ensure cell adherence. The BGM cells were incubated with 20 μL of the drugs at 

different concentrations (≤1 mg mL
-1

) for 24 h in 5% CO2 at 37 °C. The cell viability was 

expressed as the percentage of control absorbance of the untreated cells after subtracting the 

appropriate background values. The extract lethal dose for 50% of the cells was determined 

by conducting tests at least in duplicates to calculate the dose that killed 50% of the cells 

(MLD50) ou CC50 as described by do Céu de Madureira et al. (2002). The neutral red uptake 

assay was used to evaluate the lysossomal integrity and distinguishes live cells from dead by 

its ability to incorporate the dye (Borenfreund et al., 1988). Briefly, 0.2 mL medium 

containing 50 μg mL
-1

 of neutral red solution was added to each well. The plate was incubated 

for another 3 h at 37 °C to allow the uptake of the vital dye into the lysosomes of viable 

uninjured cells. After removal of the medium, 200 μL of a mixture of 0.5% formaldehyde and 

1% CaCl2 was added to the cells, and incubated for 5 min at 37 °C. The supernatant was 

removed and 100 μL of a solution of 1% acetic acid-50% ethanol was added to each well to 

extract the dye. The optical density of each well was measured at a wavelength of 540 nm 

using a spectrophotometer since this absorbance gives a linear relationship with the number of 

surviving cells. The ratio between extract cytotoxicity (MLD50 BGM) and activity (IC50 W2) 

was used to estimate the selective index (SI), as determined before (Bézivin et al., 2003), 

where SI ≤ 10 was indicative of extract cytotoxicity. 
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Antiviral activity against the Dengue virus 2 and the Zika virus 

Fungi extracts were screened for their cytotoxic and anti-ZIKV/-DENV activities in Vero cells 

and BHK-21, respectively, in 96-well culture plates by measuring the reduction of the viral 

cytopathic effect (CPE) and by the MTT method. Briefly, lyophilized extracts were dissolved 

in 8 % DMSO aqueous solution and their final concentration was normalized at 20 µg mL
-1

 

with fresh complete MEM supplemented with 2% FBS. Briefly, 10
4
 cells per well were 

seeded in 96-well plate and incubated for 24 h at 37 °C and 5 % CO2. Extract solution and 

virus suspension, at m.o.i.=2 for both viruses,  were  simultaneously added on 70 % confluent 

monolayers.  Each extract was tested in duplicate and controls of untreated infected and 

untreated uninfected cells, incubated with or without DMSO. At 3-4 days pi, cell viability was 

observed by optic microscopy and also determined by the MTT assay, as previously described 

by Mosmann (1983). Briefly, 30 µL of sterile filtered (3-(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide) (MTT, Sigma) stock solution in phosphate buffered saline 

(PBS) pH 7.4 (5 mg ml
-1

) were added to each well reaching a final concentration of 0.5 mg of 

MTT/ml. After 90 min the unreacted MTT was removed by aspiration, the insoluble formazan 

crystals were dissolved in 130 µL per well of dimethylsulfoxide (DMSO) (Merck, Germany) 

and measured spectrophotometrically in an ELISA reader Spectra Max (Molecular Devices, 

USA) at a wavelength of 540 nm. Antiviral activity of each extract was determined based on 

the percentage of cell viability of treated cultures infected with ZIKV or DENV-2 in 

comparison with uninfected cells and virus controls. Extracts were considered active when 

caused reduction of the viral CPE by at least 40%. Anti-ZIKV/DENV activity tests were run 

in duplicates and repeated at least three times. 

Herbicide assay 

The herbicidal activities of fungal extracts at 1 mg mL
-1

 against Lactuca sativa (lettuce) and 

Allium schoenoprasum (chive) were measured using methods adapted from Dayan et al. 

(2000). Briefly, seeds of both plants were disinfected with ethanol 70% for 1 min, sodium 

hypochlorite at 2 -2.5% for 7.5 min, washed with sterilised distilled water four times, and 

dried on sterilized filter paper at room temperature. Herbicidal activity was quantitatively 

evaluated in 24-wells microtitre plate by visually comparing the amount of germination in 

each well between untreated and treat samples. Samples were incubated at 26 °C in a 

germination incubator 710 (Thoth, Brazil) under continuous light conditions for 10 days for L. 

sativa and 14 for A. schoenoprasum. Test samples were dissolved in acetone to a final 

concentration of 10% acetone. The control wells contained 400 µL of deionized water. The 

positive control solvent well contained 360 µL of water and 40 µL of the solvent. Glyphosate 
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at 3 mg mL
-1

 (Sigma, USA) was used as a positive herbicide control. All sample wells 

contained 360 µL of water and 40 µL of the appropriate dilution of the sample. A quantitative 

estimate of herbicidal activity was evaluated using a rating scale of 0-5, where 0 = no effect 

and 5 = no growth or no germination of the seeds. All assays were performed in duplicate. 

 

Results 

Fungal isolation 

Three sections of each lake sediments (top, middle, and base) were obtained, with the 

exception of Central Lake, where only two sections were obtained (top and base) (Table S1). 

A total of 260 fungi were isolated and those of Ascomycota were the most frequent (70.4%), 

followed by Basidiomycota (28.1%), and Mortierellomycota (1.1%) (Table S2). However, 

only the taxon of Polypaecilum, found in the South Lake, does not have a taxonomic position 

very well resolved in phylum level. In the North Lake (near the Collins glacier), a total of 122 

fungi were obtained, in the Central Lake 43 isolates, and in the South Lake 95 (Table S3). All 

culture media used recovery fungi. The DRBC medium provided the growth of 41.5% of the 

fungi recovered, followed by MM 30.5% and MEA 28% media. 

 

Fungal identification and distribution 

Sixty-three OTUs (operational taxonomic units) were identified in the lakes sediment samples 

of Fildes Peninsula (Table 1). The hierarchical levels of the OTUs obtained are exemplified in 

Figure S2. Sixteen taxonomic units had a very low query cover and identity percentage when 

compared to the sequences of type species deposited in GenBank. Therefore, further 

taxonomic studies to determine if they represent new fungal species. Cladosporium sp. 2, 

Pseudeurotium hygrophilum, and Pseudogymnoascus verrucosus occurred in sediments of all 

lakes sampled. Penicillium glabrum, Penicillium solitum, Pseudeurotium sp., 

Pseudogymnoascus destructans, and Thelebolus globosus occurred in sediments of the North 

and South Lakes. The South and Central Lakes shared the endemic species Antarctomyces 

pellizariae, and no taxa were shared by Central and North Lakes. The major specific elements 

were present in North Lake (32 taxa), followed by South Lake (13 taxa) and Central Lake (9 

taxa). 

The Venn diagram (Figure S2) shows the comparison between the genera obtained in each 

lake. Taxa of the cosmopolitan genera Cladosporium, Penicillium, and Pseudeurotium 

occurred in sediments of the three lakes sampled. The endemic genus Antarctomyces was 

shared by South and Central Lakes, but in different sections (North middle section and South 
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top). The genus Thelebolus which presents some psychrophilic species were shared by North 

and South Lakes. The genus Neobulgaria can be represented for two possible new species in 

this study and it was shared between North and Central Lakes. Two other endemic species, 

Glaciozyma antarctica and Mortierella antarctica, were also present exclusived in the South 

and Central samples, respectively. 

 

Fungal community diversity and physic-chemical sediment analysis 

The diversity indices differed among the fungal assemblages of each lake evaluated (Table 

S3). The fungal assemblage of North Lake showed higher diversity, richness, and dominance 

indices in comparison with those of Central and South lakes. In addition, the same indices 

were compared among the fungal assemblages of the sections in the sediment cores (Figure 

S2a). In North Lake the fungal assemblage associated with the base layer of the sediment core 

(Base section) presented high diversity compared to superficial layer (top section). The 

Central Lake did not show significant difference between the indices values for top and 

middle sections, while Lake South showed a decay in the values of diversity, richness, and 

dominance with the increase of the depth of the core. According to Sorensen and Bray-Curtis 

values, the similarities among the fungal assemblages among the three lakes were low and the 

fungal assemblages of Central and South samples were more similar in comparison to North 

Lake (Figure S2b). In addition, the Mao Tao rarefaction curves reached an asymptote (Figure 

S4), indicating that the diversity of fungi observed reached the expected one. 

The data of the physic-chemical characteristics of the lake sediments are in Table S3. In the 

sediment of the North Lake, which showed the highest diversity indices (Fisher-α, Margalef’s, 

and dominance), were detected low concentration of the metals Al, Cd, Ca, Mg, and Na. In 

contrast, in the sediment of Central lake occurred the highest concentrations of Al, Cd, Ca, Cr, 

and Mg, where we detected the fungal assemblage with lowest diversity indices. The 

sediments of all lakes displays low values of PAHs analysed (>0.00125 mg kg
-1

). 

 

Biological activities 

Among all 260 fungal extracts screened, 40 displayed at least one biological activity against 

T. cruzi (trypanocidal), C. sphaerospermum (antifungal), or weeds (herbicidal) (Table 2). Two 

isolates of Pseudeurotium hygrophilum (UFMGCB 12800 and UFMGCB 12801) showed 

selective trypanocidal activity. Thirty-three fungal extracts (80%) showed herbicidal activity, 

mainly against the dicotyledon model L. sativa. Penicillium glabrum, Penicillium solitum, 

Pseudeurotium sp., and Pseudeurotium hygrophilum displayed selective activity against the 
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monocotyledon A. schoenoprasum. The extract of Cladosporium sp. 2, Cystobasidium 

larynges, Mrakia robertii, Patinella hyalophaea, Phenoliferia glacialis, Piskurozyma 

fildesensis, Pseudogymnoascus verrucosus, and Pseudogymnoascus verrucosus strongly 

inhibited the germination in the seeds of L. sativa. Extracts of P. glabrum, P. solitum, 

Pseudeurotium hygrophilum, Pseudeurotium sp., and Cladosporium sp. 2 showed antifungal 

activity. No anti-ZIKV, anti-DENV-2, leishmanicidal, and antiplasmodial activities were 

detected. 

 

Discussion 

Fungal taxonomy and distribution 

There are few published studies about fungi in samples of lakes in the Antarctic Peninsula and 

adjacent islands. Piooner studies published by Stanley and Rose (1967), Willoughby (1971), 

Ellis-Evans (1996), Vaz et al. (2011), and Gonçalves et al. (2012, 2015) identified mainly 

fungal taxa of the genus Antarctomyces, Aphanomyces, Cladosporium, Cystobasidium, 

Leucosporidium, Mortierella, Penicillium, Pseudogymnoascus, Rhodotorula, Vishniacozyma, 

and Thelebolus. In our study, the fungal assemblages present in the sediment of the Antarctic 

lakes under anthropogenic activities were rich and diverse and dominated (CFU >300) by taxa 

genus with cosmopolitan and endemic distribution. 

Among the taxa identified, the species Pseudeurotium hygrophilum (Pseudeurotiaceae) and 

Pseudogymnoascusus verrucosus (Myxotrichaceae) occurred in the sediments of the three 

lakes. They were the most frequently isolated taxa in North and South lakes, with a broad 

distribution in all samples sections (top, middle, and base) evaluated. Pseudeurotium 

hygrophilum (old name of Teberdinia hygrophila) (Minnis and Lindner, 2013), was firstly 

isolated from montane fen soil in the Caucasus Mountains in Russia (Sogonov et al., 2005). 

Kujala et al. (2018) identified P. hygrophilum in peatlands treating mining-affected waters 

rich in contaminants like arsenic, sulphate, and nitrate in Northern Finland. In Antarctica the 

genera Pseudeurotium was identified in some substrates such as active layer in the ice-free 

oases in Continental Antarctica (Kochkina et al., 2014), sponges (Henríquez et al., 2014), and 

soil (Arenz and Blanchette, 2009). Kochkina et al. (2018) identified P. hygrophilum in soil 

with human impact in Bellingshausen Russian station (Fildes Peninsula), next to Central Lake 

evaluated in this study where this same taxon was identified. 

Pseudogymnoascus is widespread in Polar Regions and is abundant in Antarctica, occuring in 

different substrates and environments (Rosa et al., 2019). In lakes of Antarctica, 

Pseudogymnoascus already was reported associated with biomats in Aces Lake and Pendant 
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Lake, Vestfold Hills (Brunatti et al, 2009), in sediments (Tsuji et al., 2013; Gonçalves et al., 

2015), and freshwater in Fryxell Lake, Mcmurdo Dry Valleys (Conell et al, 2018). 

Pseudogymnoascus verrucosus was reported in different habitats such as in soil of King 

George and Penguin islands (Gomes et al., 2018), associated with marine invertebrates 

(Godinho et al., 2019), and marine sediments in Maxwell Bay in King George Island (Ogaki 

et al., 2019b). 

Neobulgaria sp. also occurred in high frequence in the superficial and base sediment samples. 

Neobulgaria was identified preveously in permanently frozen soil from northeastern Siberia 

(Lydolph et al., 2005), in association with tundra in Toolik Lake region in the northern 

foothills of the Brooks Range, Alaska (Geml et al., 2005), and in permafrost thaw from moist 

acidic tundra near the Kuparuk River in Alaska (Coolen et al., 2011). 

Taxa of the cosmopolitan genera Penicillium, Pseudogymnoascus, Acremonium, and 

Cladosporium were detected in the lake sediments of the three lakes sampled. Both genera 

were also identified in lacustrine samples from McMurdo Dry Valleys, Antarctica (Brunatti et 

al., 2009; Tsuji et al., 2013; Conell  et al., 2018), including acretted ice layer of subglacial 

lakes (D’Elia et al, 2009). In addition, these cosmopolitan genera found in this study are 

widely diffused in nature, but they have also been identified in Antarctic soil in samples 

contaminated by vehicle tracks and oil spills (Kochkina et al., 2018). 

In addition, psycrophilic and/or endemic species (A. pellizariae, M. antarctica, G. antarctica, 

and T. globosus) were detected in the lake sediments evaluated. These species already were 

reported in soil (Gomes et al., 2018), snow (de Menezes et al., 2017), rock (Alves et al., 

2019), associated with macroalgae (Godinho et al., 2013; Furbino et al., 2014), and lacustrine 

samples (de Hoog et al., 2005; Brunatti et al., 2009; Gonçalves et al., 2012; Tsuji et al., 2013; 

Conell  et al., 2018) in distinct regions of the South Shetland Islands, Maritime Antarctica. 

Tetracladium, Mrakia, Glaciozyma, Dioszegia, and Leucosporidium recovered in sediments of 

the lakes of Fildes Peninsula alredy were reported in lakes of different region of Antarctica 

(Brunatti et al., 2009; Tsuji et al., 2013; Rojas-Jimenez et al., 2017; Conell et al., 2018). 

Tetracladium globosum, a cold-adapted fungus found in this study, was described firstly in 

Alpine glaciers on the Qinghai-Tibet Plateau (Wang et al., 2015) and later associated with 

plant in Svalbard, Arctic (Zhang and Yao, 2015). Tetracladium was described in lake 

sediments of Skarvness region in Continental Antarctica (Tsuji et al., 2013); however, we 

detected T. globosum at the first report in Antarctic lacustrine sediments. 

The basidiomycetous yeasts Mrakia, Glaciozyma, Dioszegia, Leucosporidium, and 

Vishniacozyma include psychrophilic and psychrotolerant species that have been described for 
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cold habitats. Cryptococcus is one of the most represented yeasts in these polar habitats 

(Buzini et al., 2017). The genus Cryptococcus was taxonomicaly reorganised which result in 

some new genera (Liu et al., 2015). In the sediment samples studies, we identified 

Piskurozyma fildesensis (Cryptococcus fildesensis), Vishniacozyma carnescens (Cryptococcus 

carnescens), and Vishniacozyma victoriae (Cryptococcus victoriae). Among them, V. 

victoriae, commonly detected in lake sediments, has been originally described from soil at 

Victoria land in Antarctica (Yurkov and Pozo, 2017) and it was one of the most frequently 

isolated species on polar and subpolar environments (Buzini et al., 2017). 

In contrast, some taxa like Periconia byssoides, Pholiota baeosperma, Sarocladium 

dejongiae, and Polypaecilum sp. occurred in only one lake sediment at a low density. These 

taxa may represent singlets and minor components of fungal lake assemblages. Periconia 

byssoides has already been reported in polluted freshwater enviroments, such as Lake Dianchi 

in Yunnan, China (Luo et al., 2004) and Munneru River, Telangana, India (Saikumari and 

Saxena, 2017). No sexual forms of Pholiota baeosperma (Agaricales) was reported in Central 

and South America (Coimbra, 2015), including Patagonian forests (Romano et al, 2016). 

While Sarocladium dejongiae was recently described in Dutch soils (Lombard, 2018). 

 

Fungal diversity and sediment analysis 

The density and diversity of the fungal assemblages living in the lakes of Fildes Peninsula 

under anthropogenic effects indicate that their physic-chemical characteristis may influence 

the composition, distribution, and ecology fungal assemblages. We did not detect PAHs in 

significative concentration in the samples. However, different metals were detected in high 

concentration. In the sediment of the Central Lake, we detected the lowest diversity and 

richness fungal assamblege and the highest concentration of some metals like Al, Cd, and Cr, 

which are considered toxic. In addition, the Central Lake perhaps represents the lake in the 

region under the highest anthropogenic impact, due its proximity with the Antarctic research 

stations and the frequent tourism in the region. In contrast, the sediment of the North Lake 

displayed the highest fungal diversity and richness and the lowest values of the same metals. 

The fact of the North Lake is far from the research stations and close to Collins glacier, which 

the melting ice supplies the lake, may explain the high fungal diversity detected. 

 

Biological activities 

Extracts of Cladosporium sp. 2, P. glabrum, P. solitum, P. destructans, C. laryngis, M. 

robertii, P. hyalophaea, P. glacialis, P. fildesensis, and P. hygrophilum were able to inhibit 
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the biological target screened. Penicillium and Cladosporium include taxa known as a 

producer of many bioactive compounds (Rosa et al., 2019; Khan et al., 2016); however, in 

Antarctica few species have been chemically investigated (Gonçalves et al., 2015). 

Penicillium and Cladosporium species present in Antarctic lakes already detected as producer 

of bioactive compounds. Brunati et al. (2009) found Penicillium and Cladosporium taxa 

associated with biomats producers of cytotoxic and antimicrobial compounds against clinic 

pathogens, and Gonçalves et al. (2015) found isolates in sediment samples able to produce 

antifungals against the pathogen causing human mycoses Paracoccidiodes brasiliensis. 

Pseudogymnoascus destructans is the psychrophic pathogen of white nose syndrome (WNS) 

that has been deplete bat populations in temperate regions (Lorch et al. 2011), and in 

Antarctica is abundantly found on different substrates (Rosa et al., 2019). In this study, the 

isolate P. destructans UFMGCB 12886 showed selective herbicidal activity against A. 

soroenoprasum. Gomes et al. (2018) evaluated extracts of P. destructans obtained from 

Antarctic soils that showed similar results with selectivity against A. soroenoprasum with an 

high and moderate herbicidal activity. Furtheremore, the authors also demonstrate that P. 

destructans present trypanocidal activity (Gomes et al., 2018). In addition, 

Pseudogymnoascus was reported before in lake of Antarctica (Ogaki et al., 2019a). Some 

strains obtained in different substrates in Antarctic regions were recognized as producer of 

bioactive compounds with antifungal and antibacterial activities against clinical pathogens 

such as Streptococcus pneumoniae (Li et al. 2008), Candida albicans (Brunatti et al. 2009, 

Furbino et al. 2014), Cryptococcus neoformans (Brunatti et al. 2009) and other important 

pathogen in agriculture, Cladosporium sphaerospermum (Furbino et al. 2014).  

We detected Patinella hyalophaea, Cystobasidium laryngis, Mrakia robertii, Piskurozyma 

fildesensis, and Phenoliferia glacialis able to produce compounds with selective high and 

moderate herbicidal activities, which can represent a high intra-specific ability to produce 

herbicide compounds. The increasing prevalence of herbicide resistant weeds and the misuse 

of pesticides have led to new pursuits for weed control strategies. Bacteria, fungi and viruses 

have been exploited in recent decades as potential producers of new herbicides, the benefits of 

this biological control are to reduce the environmental impact, increase target specificity, and 

reduced development costs compared to conventional herbicides (Harding and Raizada et al., 

2015). 

Pseudeurotium hygrophilum displayed expressive antifungal ans herbicide activities. 

Pseudeurotium species, obtained from sponges collected in Fildes Bay, King George Island, 

was already reported by by Henriquez et al. (2014) as producers of antimicrobial against 
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Staphylococcus aureus and were positive to antioxidant activity. In addition, P. hygrophilum 

was reported in Antarctic contamined soil also next to Bellingshausen station, King George 

Island and may be involved degradation of soil contaminants (Kochkina et al., 2018). The 

capability of P. hygrophilum to degradate pollunts could justify its metabolic plasticity in 

produce bioactive compounds.  

 

Conclusion 

Antarctic lakes represent interesting and sensible environments to study taxonomy and 

ecology of microbial communities under extreme conditions. Some of these lakes, such as 

those of Fildes Peninsula in the King George Island, despite to the extreme conditions of 

Antarctica, have been suffering in the last years with anthropogenic effects due the close 

presence and impact of several research stations and tourism. In the present study, we detected 

in the sediments of three lakes of the Fildes Peninsula diverse and rich fungal assemblages, 

which ranged their compositions among the lakes. In the sediment of the Central Lake, which 

is the closest to the Antarctic stations, we detected the highest metal concentration and the 

lowest values of the fungal diversity. In contrast, the North Lake that is far from the Antarctic 

stations, has the most diverse and rich fungal assemblages and also displayed the lowest metal 

concentrations values. Our results suggest that the increasing of anthropogenic activities in the 

region may affect the microbial diversity and composition.  We believe that the fungal 

diversity in these lakes can be a useful model to study of anthropogenic activities in 

Antarctica. In addition, different fungal taxa detected in the lake sediments were able to 

produce antifungal, trypanocidal, and herbicidal compounds, which may represent sources of 

new drugs for use in medicine and agriculture. 
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Figure S1. Maps showing the collection points of lake sediments and nearest scientific 

Antarctic stations. A. Antarctica Peninsula: white cicle shows King George Island and red 

circle shows Fildes Peninsula. B. Fildes Peninsula: P1: North Lake; P2: Central Lake; P3: 

South Lake (coastline of the Peninsula, further south than other points sampled). 

 

Table S1. Collection data of lake sediment samples in Fildes Peninsula. 

Lake Core
a
 Section

b
 Longitude Latitude 

North 150 T, B 58. 5536 62. 1090 

Central 200 T, M, B 58. 571296 62. 113509 

South
c
 270 T, M, B 58. 5941 62. 1151 

a
size of the core in milimeters; 

b
sections of the core top (T), middle (M), and base (B). 

c Lake 

in coastline of Peninsula, further south than other points sampled. 
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Table 1. Fungal taxa obtained from lakes of Peninsula Fildes and identified by sequence comparison with the BLASTn match with the NCBI 

GenBank database. 

Collection 

Point 
Section UFC g

-1
 UFMGCB

a
 Top BLAST (Number of acess on Genbank) 

Query cover 

(%) 

Identity 

(%) 

bp 

analysed 
Proposed taxa

f
 

North Lake Top 720 12911 
Cladosporium austrohemisphaericum 

(NR152289)
b
 

98 99 396 Cladosporium sp. 1 

  40 12901 Cladosporium tenuissimum (MH864840)
b
 100 100 405 Cladosporium sp. 2  

    Cladosporium fusiforme (EF101446)
d
 100 88 265  

  80 12849 Gyoerffyella entomobryoides (NR145302)
b
 100 98 418 Gyoerffyella sp.  

  40 12907 Leohumicola atra (NR111327)
b
 99 91 369 Helotiales sp. 1  

  200 12960 Leohumicola minima (NR121307)
b
 99 91 379 Helotiales sp. 2  

  1840 12964 Acremonium biseptum (NR159609)
b
 97 97 362 Hypocreales sp.  

  480 46 Glaciozyma antarctica (NG057664)
c
 99 98 418 Glaciozyma sp. 1 

  40 12961 
Phenoliferia psychrophila (NG058370)

c 

Phenoliferia psychrophila (NR154359)
b
 

100 

98 

99 

91 

485 

432 
Phenoliferia psychrophila  

  40 45 Glaciozyma litoralis (HF934009)
c
 100 92 694 Microbotryomycetes sp. 1 

    Glaciozyma litoralis (NR155110)
b
 93 91 356  

  80 24 Mrakia robertii (AY038811)
c
 74 99 510 Mrakia robertii 

    Mrakia robertii (AY038829)
b
 100 99 388  

  40 12844 Neobulgaria premnophila (MH861260)
b
 99 97 467 Neobulgaria sp. 1 

  920 12979 Penicillium glabrum (MH864674)
b
 100 100 453 Penicillium glabrum 

    Penicillium glabrum (GU981619)
d
 93 98 364  

  200 25 Phenoliferia glacialis (NG058369)
c
 100 100 385 Phenoliferia glacialis  

    Phenoliferia glacialis (NR154358)
b
 98 99 364  

  120 16 Phenoliferia psychrophenolica (KY108774)
c
 93 100 565 Phenoliferia psychrophenolica  

    Phenoliferia psychrophenolica (NR154359)
b
 100 99 308  

  80 12799 Phialophora alba (MH859216)
b
 100 99 361 Phialophora alba  

  1100 12800 Pseudeurotium hygrophilum (NR111128)
b
 100 99 445 Pseudeurotium hygrophilum  

  200 12842 
Pseudogymnoascus appendiculatus 

(NR137875)
b
 

100 98 445 Pseudogymnoascus sp. 1 

  40 12910 Pseudogymnoascus destructans (EU884921)
b
 100 99 459 Pseudogymnoascus destructans 

  
760 12798 Pseudogymnoascus verrucosus (KJ755525)

b
 100 99 459 Pseudogymnoascus verrucosus  

  
160 43 Vishniacozyma victoriae (KY110041)

c
 100 100 442 Vishniacozyma victoriae  

  
840 12941 Thelebolus globosus (MH862951)

b
 100 100 413 Thelebolus globosus  
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Base 120 12855 Cladosporium cladosporioides (NR119839)

b
 100 99 430 Cladosporium sp. 3  

   
 Cladosporium cladosporioides (MH780075)

d
 99 98 282  

    Cladosporium cladosporioides (KX288432)
e
 100 96 922  

  
1080 12935 Cladosporium psychrotolerans (NR119607)

b
 98 99 426 Cladosporium sp. 4  

    
Cladosporium psychrotolerans (KJ596614)

d
 96 90 304 

 

  
120 12807 Cladosporium scabrellum (MH863934)

b
 100 99 478 Cladosporium sp. 5  

  
40 12853 Cladosporium halotolerans (MH865505)

b
 100 98 297 Cladosporium sp. 6  

    Cladosporium halotolerans (EF101424)
d
 99 87 286  

  
80 12914 Cladosporium welwitschiicola (NR152308)

b
 100 100 435 Cladosporium sp. 7  

  320 27 Cystobasidium laryngis (KY103134)
c
 100 99 532 Cystobasidium laryngis 

  240 18 Dioszegia fristingensis (KY107641)
c
 100 99 550 Dioszegia fristingensis  

  40 65 Dioszegia hungarica (KY107643)
c
 100 99 570 Dioszegia hungarica  

  40 9 Kondoa changbaiensis (NG060244)
c
 100 99 459 Kondoa changbaiensis  

  200 66 Kondoa malvinella (NG057733)
c
 100 99 538 Kondoa malvinella  

  40 2 Kondoa subrosea (KY108163)
c
 100 99 318 Kondoa subrosea  

  200 12804 Cadophora luteo-olivacea (GU128588)
b
 90 85 437 Helotiales sp. 3  

  
280 12967 Acremonium biseptum (NR159609)

b
 99 95 455 Hypocreales sp.  

  40 7 Leucosporidium creatinivorum (KY108277)
c
 100 99 506 Leucosporidium sp. 1  

  
120 12805 Penicillium glabrum (MH854998)

b
 100 100 458 Penicillium glabrum  

   
 Penicillium glabrum (GU981619)

d
 100 98 356 

 

  
280 12854 Penicillium solitum (NR119494)

b
 100 99 462 Penicillium solitum  

   
 Penicillium solitum (AF000934)

d
 100 98 234 

 

   
 Penicillium solitum (KU904363)

e
 100 99 693 

 

  
40 12913 Cosmospora butyri (MH855967)

b
 100 100 326 Pezizomycotina sp. 

  
40 3 Phenoliferia glacialis (KY108773)

c
 100 100 468 Phenoliferia glacialis  

  
40 12971 Phialophora alba (MH859216)

b
 100 99 332 Phialophora alba  

  
320 12 Piskurozyma fildesensis (KC894160)

c
 100 99 508 Piskurozyma fildesensis  

  
280 12927 Pseudeurotium desertorum (AY129288)

b
 100 95 427 Pseudeurotium sp.  

  
240 12803 Pseudeurotium hygrophilum (NR111128)

b
 96 100 441 Pseudeurotium hygrophilum  

  
80 12858 Geomyces destructans (EU884921)

b
 100 99 409 Pseudogymnoascus destructans  

  
40 12912 Sarocladium dejongiae (MK069419)

b
 100 100 354 Sarocladium dejongiae  

  
80 60 Sporidiobolus pararoseus (KY109718)

c
 100 99 490 Sporobolomyces pararoseus  

  
200 12924 Thelebolus globosus (MH862951)

b
 100 100 348 Thelebolus globosus  

  
160 47 Vishniacozyma carnescens (KY110023)

c
 100 99 520 Vishniacozyma carnescens  

  
240 42 Vishniacozyma victoriae (NG057678)

c
 100 100 449 Vishniacozyma victoriae  
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Central Lake Top 40 12975 
Cladosporium ruguloflabelliforme 

(KT600458)
b
 

100 100 468 Cladosporium sp. 8  

  280 12917 Tetracladium globosum (JX029133)
b
 100 100 251 Tetracladium globosum  

  440 12860 Acremonium biseptum (NR159609)
b
 100 94 423 Hypocreales sp.  

  
560 12812 Neobulgaria premnophila (MH861260)

b
 100 98 402 Neobulgaria sp. 2  

  
40 12867 Penicillium glabrum (GU981567)

b
 98 100 459 Penicillium sp. 1  

   
 Penicillium glabrum (GU981619)

d
 96 93 246 

 

  
40 12920 Penicillium chrysogenum (MH856357)

b
 100 100 462 Penicillium sp. 2  

    
Penicillium chrysogenum (AY495981)

d
 100 96 293 

 

  
40 12976 Pholiota baeosperma (KY559332)

b
 100 100 488 Pholiota baeosperma  

  
80 12811 Pseudeurotium hygrophilum (NR111128)

b
 100 100 419 Pseudeurotium hygrophilum  

  160 12918 Pseudogymnoascus roseus (MH858631)
b
 100 99 368 Pseudogymnoascus roseus  

  
280 12861 Geomyces destructans (EU884921)

b
 100 99 440 Pseudogymnoascus destructans  

 
Middle 160 12931 Antarctomyces pellizariae (KX576510)

b
 100 100 445 Antarctomyces pellizariae  

  40 12875 Cladosporium tenuissimum (MH864840)
b
 100 100 359 Cladosporium sp. 2  

  120 12872 Tetracladium globosum (JX029133)
b
 100 100 435 Tetracladium globosum  

  80 12977 Acremonium biseptum (NR159609)
b
 99 94 501 Hypocreales sp.  

  120 12870 Mortierella antarctica (JX975907)
b
 100 99 502 Mortierella antarctica  

  200 12817 Neobulgaria premnophila (MH861260)
b
 100 97 469 Neobulgaria sp. 2  

  40 12876 Penicillium chrysogenum (MH856357)
b
 100 100 476 Penicillium crysogenum  

   
 Penicillium chrysogenum (AY495981)

d
 100 98 372  

   
 Penicillium chrysogenum (JX996668)

e
 100 99 395  

  
80 12928 Pseudeurotium hygrophilum (NR111128)

b
 100 100 375 Pseudeurotium hygrophilum  

  
160 12871 Pseudogymnoascus verrucosus (KJ755525)

b
 100 99 385 Pseudogymnoascus verrucosus  

South Lake Top 40 12896 Antarctomyces pellizariae (KX576510)
b
 100 99 413 Antarctomyces pellizariae  

  
80 12776 Cladosporium tenuissimum (MH864840)

b
 100 100 425 Cladosporium sp. 2  

    
Cladosporium langeronii (EF101435)

d
 100 89 303 

 

 
 40 68 Cystobasidium ongulense (LC203680)

c
 100 100 744 Cystobasidium ongulense  

  40 36 Glaciozyma antarctica (KY107752)
c
 100 99 510 Glaciozyma antarctica  

  320 12952 Glaciozyma watsonii (NG058294)
c
 100 98 430 Glaciozyma sp. 2 

    Glaciozyma martinii (KY103469)
b
 73 94 497  

  40 44 Phenoliferia psychrophenolica (KY108774)
c
 100 96 452 Kriegeriales sp.  

  40 33 Mrakia psychrophila (KY108586)
c
 100 100 491 Mrakia psychrophila  

  
920 12771 Penicillium glabrum (GU981567)

b
 98 100 458 Penicillium cf glabrum  

    
Penicillium glabrum (GU981619)

d
 100 99 285 
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560 12824 Penicillium solitum (NR119494)

b
 100 99 464 Penicillium solitum  

    
Penicillium solitum (AY674356)

d
 95 94 211 

 

   
 Penicillium solitum (KU904363)

e
 100 100 370 

 

  
40 12889 Periconia byssoides (MH859902)

b
 100 100 397 Periconia byssoides  

  40 12775 Polypaecilum botryoides (MH854756)
b
 100 98 354 Polypaecilum sp.  

  
1200 12954 Pseudeurotium desertorum (AY129288)

b
 100 96 326 Pseudeurotium sp.  

  1200 12769 Pseudeurotium hygrophilum (NR111128)
b
 100 100 375 Pseudeurotium hygrophilum  

  
280 12890 Geomyces destructans (EU884921)

b
 100 99 405 Pseudogymnoascus destructans  

  3960 12770 Pseudogymnoascus verrucosus (KJ755525)
b
 100 99 407 Pseudogymnoascus verrucosus  

  120 12893 Thelebolus globosus (MH862951)
b
 96 100 443 Thelebolus globosus  

 Middle 280 12956 Glaciozyma watsonii (NG058294)
c
 100 98 431 Glaciozyma sp. 2  

 
   Glaciozyma martinii (KY103469)

b
 80 94 429  

  120 4 Glaciozyma antarctica (NG057664)
c
 100 99 500 Glaciozyma antarctica  

  80 37 Glaciozyma martinii (KY107755)
c
 100 99 524 Glaciozyma martinii  

  160 12949 Leucosporidium intermedium (KY104188)
b
 98 91 501 Leucosporidium sp. 2  

  40 32 Mrakia blollopis (NG057710)
c
 100 99 444 Mrakia sp.  

  80 12783 Patinella hyalophaea (KT876978)
b
 100 99 446 Patinella hyalophaea  

  
80 12884 Penicillium spinuloramigenum (MH857886)

b
 100 100 490 Penicillium sp. 3  

  
80 12781 Pseudeurotium desertorum (AY129288)

b
 100 95 409 Pseudeurotium sp.  

  
3520 12834 Pseudeurotium hygrophilum (NR111128)

b
 100 100 390 Pseudeurotium hygrophilum  

  
1520 12835 Pseudogymnoascus destructans (NR111838)

b
 100 99 393 Pseudogymnoascus destructans  

  
80 12789 Pseudogymnoascus roseus (MH858631)

b
 98 100 442 Pseudogymnoascus roseus  

  
200 12784 Pseudogymnoascus verrucosus (KJ755525)

b
 100 99 482 Pseudogymnoascus verrucosus  

  
40 12881 Thelebolus globosus (MH862951)

b
 100 100 432 Thelebolus globosus  

 
Base 160 12840 Patinella hyalophaea (KT876978)

b
 100 100 431 Patinella hyalophaea  

  
40 12899 Penicillium glabrum (GU981567)

b
 99 99 453 Penicillium cf glabrum  

    Penicillium glabrum (GU981619)
d
 100 99 283  

  640 12792 Pseudeurotium hygrophilum (NR111128)
b
 99 100 429 Pseudeurotium hygrophilum  

a
UFMGCB = Culture of Microorganisms and Cells from the Federal University of Minas Gerais. Taxa subjected to BLAST analysis based on the 

b
ITS, 

c
D1-D2 domain, 

d
β-tubulin, and 

e
Polymerase 2. 

f
Taxonomy suggested.
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Table S2. Frequency of fungal isolation in lakes of the Fildes Peninsula. 

Lake Section N° of isolates [Relative Frequency (%)] 

Ascomycota Basidiomycota Mortierellomycota Incertae sedis 

North Top 37 (14.2) 14 (5.4) - - 

 

Base 33 (12.7) 38 (14.6) - - 

Central Top 19 (7.3) 1 (0.4) - - 

 

Middle 20 (7.7) - 3 (1.2) - 

South Top 33 (12.7) 6 (2.3) - 1 (0.4) 

 

Middle 29 (11.2) 14 (5.4) - - 

  Base 12 (4.6) - - - 

(-) No fungi obtained. 
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Table 2. Biological activities of the extracts obtained from fungal species from lakes of Peninsula Fildes. 

Taxa UFMGCB
a
 

Biological activities 

Herbicidal
b
 Antifungic

c
 Antiparasitic

d
 

A. schoenoprasum L. sativa C. sphaerospermum T. cruzi 

Cladosporium sp. 2 12895 1 ± 0.5 5 ± 0 22.6 ± 9 0 ± 0 

Cladosporium sp. 2 12875 0 ± 0 0 ± 0 83 ± 25 0 ± 0 

Cladosporium sp. 6 12853 0 ± 0 4.5 ± 0.5 45.7 ± 2 0 ± 0 

Cystobasidium laryngis 57 0 ± 0 3.5 ± 0.5 0 ± 0 12 ± 9.8 

C. laryngis 26 0 ± 0 4.5 ± 0.5 0 ± 0 26.9 ± 0.7 

C. laryngis 52 0 ± 0 4 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

C. laryngis 58 0 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

Dioszegia fristingensis 18 1 ± 0.5 3 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

Gyoerffyella sp. 12849 1 ± 0.5 3 ± 1 22.9 ± 2 0 ± 0 

Hypocreales sp. 12964 0 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

Kondoa malvinella 22 1.5 ± 0.5 3 ± 0 0 ± 0 15.9 ± 1.6 

K. malvinella 66 0 ± 0 3 ± 1 0 ± 0  12.4 ± 13 

Helotiales sp. 2  12960 0 ± 0 3 ± 1 33.7 ± 28 0 ± 0 

Mortierella antarctica 12819 3 ± 0 1 ± 0 0 ± 0 14.9 ± 29.1 

Mrakia robertii 24 1 ± 0.5 4 ± 1 0 ± 0 12.9 ± 16 

Patinella hyalophaea 12833 0 ± 0 4 ± 1 0 ± 0 2.3 ± 4.6 

Penicillium glabrum 12805 0 ± 0 2 ± 0.5 84 ± 3 0 ± 0 

P. glabrum 12820 3 ± 0 2.5 ± 1 0 ± 0 17.6 ± 3.6 

Penicillium solitum 12824 0 ± 0 3.5 ± 0.5 70 ± 30 3.4 ± 21.1 

P. solitum 12859 2.5 ± 0.5 1 ± 0 70 ± 5 0 ± 0 

Phenoliferia glacialis 64 1 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 2.3 ± 4.6 

P. glacialis 25 1.5 ± 0.5 4.5 ± 0.5 0 ± 0 28.6 ± 0.1 

Piskurozyma fildesensis 11 0 ± 0 3 ± 1 0 ± 0 24 ± 16 

P. fildesensis 12 0 ± 0 3.5 ± 0.5 0 ± 0 10.6 ± 13.4 

P. fildesensis 53 0 ± 0 4 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 
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P. fildesensis 10 0 ± 0 4 ± 1 0 ± 0 0 ± 0 

Pseudeurotium hygrophilum 12801 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 44 ± 40.5 

P. hygrophilum 12795 0 ± 0 3 ± 1 0 ± 0 23.9 ± 1 

P. hygrophilum 12800 0 ± 0 2.5 ± 0.5 68.1 ± 10 43 ± 35 

P. hygrophilum 12802 0 ± 0 2 ± 1 74 ± 16 0 ± 0 

P. hygrophilum 12811 1.5 ± 0.5 0 ± 0 72 ± 15 9.8 ± 25.9 

P. hygrophilum 12847 3 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

P. hygrophilum 12848 3 ± 0 1 ± 0.5 0 ± 0 0 ± 0 

Pseudeurotium sp. 12940 1 ± 0 1 ± 0.5 76 ± 28 0 ± 0 

Pseudogymnoascus destructans 12886 1 ± 0 4 ± 1 0 ± 0 24.1 ± 0 

Pseudogymnoascus verrucosus 12774 0 ± 0 3 ± 0 20.7 ± 8 0 ± 0 

P. verrucosus 12822 0 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 28.3 ± 18.6 

P. verrucosus 12892 3.5 ± 1 4 ± 0 0 ± 0 4.8 ± 0 

P. verrucosus 12825 1.5 ± 0.5 3.5 ± 0.5 0 ± 0 11.6 ± 10.9 

P. verrucosus 12827 0 ± 0 3 ± 1 0 ± 0 0 ± 0 

Control drugs Glyphosate 5 ± 0 5 ± 0.5 - - 

 

Benomyl - - 100 ± 1.9 - 

 

BenZ - - - 79 ± 8 
a
UFMGCB = Culture of Microorganisms and Cells from the Federal University of Minas Gerais. 

b
Results of effective extract with inhibition of ≥70% of 

Cladosporium sphaerospermum. 
c
The qualitative estimate of phytotoxicity was evaluated by using a rating scale of 0-5, where 0 = no effect and 5 = no growth 

or no germination of the seeds. Plant targets: L sativa = Lactuca sativa (lettuce), A. schoenoprasum = Allium schoenoprasum (chive). 
d
Results of effective 

extract with inhibition of ≥40% of Trypanossoma cruzi. Activity values for the bioactive isolates are in bold. 
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Figure S2. Taxonomy of fungi OTUs identified from lake sediments of Fildes Peninsula (a), Diagram of Venn with genera shared or exclusive 

identified in the North, Central and South Lakes (b), and the taxonomic rank for the OTUs identified and unclassified.  
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Table S3. Physico-chemical parameters of sediments and diversity indices of fungal 

communities associated with lake sediments of Fildes Peninsula, Kings George Island, 

Antarctica. 

Parameters Lakes of Fildes Peninsula  

 

North Central South 

% Humidity 20.2 18.1 19.1 

Metals and solutes (mg kg
-1

)    

Aluminium 29527 54534 44864 

Arsenic 4.79 0.59 1.4 

Cadmium 1.57 1.89 1.84 

Calcium 13068 29754 21426 

Lead 2.8 1.24 2.11 

Chromium 10.7 51.4 9.9 

Phosphorus 524 238 377 

Magnesium 9438 30087 13571 

Mercury 0.11 0.11 0.09 

Molybdenum <1 <1 <1 

Potassium 4494 1692 2657 

Sodium 3524 5095 7536 

Number of taxa 41 15 22 

Number of isolates 122 43 95 

Total fungal density (CFU g
-1

) 13020 2960 16040 

Fisher-α (diversity)  5.25 2.06 2.51 

Margalef's (richness) 4.22 1.75 2.17 

Simpson's (dominance) 0.94 0.86 0.8 
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Figure S3. Diversity indices of fungal assemblages associated with lake sediment samples of 

Fildes Peninsula, King George Island, Antarctica. Diversity, richness and dominance indices 

for each section of the sediment core (a), and dendrograms showing Sorensen’s (b) and Bray-

Curtis’s (c) similarity measures for the fungal communities associated with lake samples. The 

results were obtained with 95% confidence and bootstrap values calculated from 1000 

iterations. Cen, Central; Sou, South and Nor, North. 

 



155 

 

 

 

Figure S4. Species accumulation curve for the fungal assemblages associated with lake 

sediments of Fildes Peninsula, King George Island, Antarctica. 
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5.5 Capítulo 5. “Diversity and bioprospection of cultivable fungal community in 

sediments of lakes at Antarctic Peninsula.”  
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Running title: Fungal diversity in lakes of Antarctica 

 

Abstract 

We recovered in the sediments of different lakes of Antarctic Peninsula 195 fungal isolates, 

which were identified as 42 taxa of of the phyla Ascomycota, Basidiomycota, and 

Mortierellomycota. Thelebolus globosus, Antarctomyces psychrotrophicus, 

Pseudogymnoascus verrucosus, Vishniacozyma victoriae, and Phenoliferia sp. were the most 

prevalent taxa obtained. The fungal assemblages showed high diversity and richness, but low 

dominance values. However, the diversity indices and fungal distribution ranged according to 
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the different lakes sediment. Sixty fungal extracts displayed at least one biological activity 

against the targets evaluated. Among them, Pseudogymnoascus destructans showed selective 

trypanocidal activity, Cladosporium sp. 1 and Trichoderma polysporum antifungal activity, 

and Pseudogymnoascus appendiculatus and Helotiales sp. showed the high herbicidal. We 

detected in the sediments of Antarctic lakes a rich and diverse fungal community composed 

by cold cosmopolitan and psychrophilic endemic taxa recognized as decomposer, symbiotics, 

pathogens, and potential new species. The dynamic and balance of this fungal community 

represent an interesting aquatic web model for further ecological and evolutionary studies 

under extreme conditions and potential climate changes in the regions. In addition, we 

detected fungal taxa and isolates able to produce bioactive compounds, which may represent 

source of prototype molecules to use in medicine and agriculture. 

 

Keywords: Antarctica; bioprospecting; ecology; fungi; lakes; sediments; taxonomy 

 

Introduction 

Despite the extreme conditions, Antactic environments are characterized to shelter in its 

different habitats several life forms. Among these Antarctic environments, lagoons, streams, 

and lakes are prevalent in many coastal and inland locations, spanning a range of different 

ecosystems, from melting waters to hypersaline salines (Kirby et al. 2012). In Antarctica, 

there are different freshwater ecosystems such as lagoons, lakes, and saline lakes in ice-free 

oasis areas in maritime and continental regions (Vincent et al. 2008). Lakes and ponds are 

considered typical lentic habitats (regardless of climate zone) that comprise any natural 

aquatic environment without continuous water flow (Wong et al. 1998), where low-energy 

habitats can provide calm environments in which different microbial life forms can arrive, 

grow, and colonize (Sparrow, 1968). Sattler and Storrie-Lombardi (2009) suggested that the 

evolution of lake microbial communities begun in the air and that the interface air/water, 

named as extra-aquatic zone, represents important sites for the study of microbial diversity, 

which may explain the presence of a considerable number of cosmopolitan species already 

reported on lakes. The air transport is probably the most important dispersal route of the 

microorganisms, including fungi propagules, which can be transported over significant 

distances by wind and their distribution on the continent is constructed by low levels of 

airborne particles (Sattler and Storrie-Lombardi, 2009). 

Fungi occur in different ecosystems in Antarctica and those communities in lakes are 

considered diverse, despite de extreme conditions which are expose and represented by taxa 
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of the phyla such as Ascomycota, Basidiomycota, Mortierellomycota, Murocomycota, 

Chytridiomycota, and allied species of Oomycota (Rosa et al. 2019; Ogaki et al. 2019). Fungi 

have been isolated from lakes sediment in Antarctica (Goto et al. 1969, McInnes, 2003, Tsuji 

et al. 2013, Gonçalves et al. 2015); however, the complete knowledge about the diversity, 

richness, and ecologigal role of fungi in sediment remains little known. In lakes of Antarctica, 

fungi appear to be the dominant organisms involved in the decomposition of diffferent organic 

matter orgined from plants, lichens, and animals (Wong et al. 1998) by the producer of 

different degradative enzymes (Martorell et al. 2019). In addition, fungi in lake ecosystems 

are able to produce bioactive secondary metabolites (Brunati et al. 2009, Gonçalves et al. 

2015, Tsuji et al. 2013, Tsuji et al. 2016), which increase their capability to compete and 

survive in the complexe lakes environments ecosystems. 

According to the panorama descrive above, studies involving fungal communities present in 

sediments of Antarctic lakes can contribute with knowledge of diversity and ecology of 

freshwater environments in Antarctica and to the discovery of species and strains potentially 

producer of bioactive compounds. In the present study, we characterized the diversity of 

culturable fungal community present in lacustrine lake sediments at different points of 

Antarctic Peninsula to search species able to produce bioactive compounds. 

 

Materials and methods 

Collecting samples 

The lake sediments were collected in eight lakes of different islands of the Antarctic Peninsula 

(Table S1), during austral summer of 2016 in Brazilian Antarctic Operation XXXV. Samples 

were collected manually using PVC pipes (60 mm of diameter x 50 cm of height), duly 

disinfested to avoid contamination. Pipes were washed with 1.5% sodium hypochlorite 

solution for 10 min, 70% ethanol solution for 5 min and three washes with distilled water, 

after drying in laminar flow under UV light. The pipes were kept in sterile bags until the 

moment of use. The obtained cores were sectioned into 5 cm fractions (top, middle and base), 

depending of the total size of the core obtained (Table S1). Tree subsamples (A, B, and C) 

were obtained of the central parts of each core, under strict contamination control conditions, 

to avoid contamination, The subsamples were suitably conditioned at -20 °C until processing 

to isolate fungi. 
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Fungi Isolation 

To isolate fungi in the lacustrine sediment, 1 g of each subsampled sediment was resuspended 

in sterilized 1 mL of 0.85% NaCl, and 100 μL of each suspension were plated in the media: 

DRBC - Dichloran Rose Bengal agar (peptona 0.5 %, glicose 1%, KH2PO4 0.1%, 

MgSO4.7H2O 0.05%, dichloran 0.0002%, rose bengal 0.0025%, and agar 2%), MEA - Malt 

extract agar (malt extract 5 % and agar 2%) and MM - Minimal media (peptone 0.025%, 

glucose 0.5%, K2HPO4 0.698%, KH2PO4 0.544%, (NH4)2SO4 0.1%, MgSO4 7H2O 0.11%, 

and agar 2%). In all media were included 100 mg mL
-1

 of chloramphenicol (Sigma, USA) to 

prevent bacterial growth. One hundred milliters at the dillutin 10
-1

 dilution were inoculate the 

Petri dishes containing the culture media and the plates were incubed at 10 °C for 60 days. 

Fungal colony forming units (CFUs) were counted, and subcultures were made of all of the 

morphologically distinct colonies from each sample. The subcultures were grouped into 

different morphotypes according to their macroscopic parameters (colony color and texture, 

border type and radial growth rate) and micromorphological characteristics on the same 

isolation media, except for the isolates obtained from the DRBC, whose was done in the APG 

- Base agar (peptone 0.5%, glucose 1%, KH2PO4 0.1%, MgSO4.7H2O 0.05%, and agar 2%). 

All fungal isolates were deposited in the Collection of Microorganisms and Cells of the 

Federal University of Minas Gerais under code UFMGCB. 

 

Fungal identification 

The protocol for DNA extraction was described previously in Rosa et al. (2009). For the 

filamentous fungi, the internal transcribed spacer (ITS) region was amplified with the 

universal primers ITS1 and ITS4 (White et al. 1990). Amplification of the ITS region was 

performed as described by Rosa et al. (2009). In addition, amplification of the β-tubulin 

(Glass and Donaldson, 1995) and ribosomal polymerase II genes (RPB2) (Houbraken et al. 

2012), which are commonly utilized to fungal taxa with low intraspecific variation, was 

completed with the Bt2a/Bt2b and RPB2-5F-Pc/RPB2-7CR-Pc 7CR primers, respectively, 

according to protocols established by Gonçalves et al. (2015). The yeasts were grouped and 

identified according to protocols established by Kurtzman et al. (2011). Yeast molecular 

identities were confirmed by sequencing the D1–D2 variable domains of the large–subunit 

rRNA gene using the primers NL1 and NL4 as described by Lachance et al. (1999). Fungi 

with query coverage and identity ≥ 99% were considered to represent the same taxon. 

Representative consensus sequences of the fungal taxa were deposited into the GenBank 

database (Table 1). To achieve species-rank identification based on ITS, β-tubulin data and 



160 

 

 

ribosomal polymerase B2, the consensus sequence was aligned with all sequences from 

related species retrieved from the NCBI GenBank database using BLAST (Altschul et al. 

1997). Taxa that displayed query coverage and ≤98% identity or an inconclusive taxonomic 

position were subjected to phylogenetic ITS, β-tubulin, and ribosomal polymerase B2-based 

analysis for comparison with sequences of ex type species deposited in the GenBank 

database, with estimations conducted using MEGA Version 5.0 (Tamura et al. 2011). The 

maximum composite likelihood method was employed to estimate evolutionary distances 

with bootstrap values calculated from 1,000 replicate runs. The information about fungal 

classification generally followed the dictionary of Kirk et al. (2008), and databases 

MycoBank (http://www.mycobank.org) and the Index Fungorum 

(http://www.indexfungorum.org). 

 

Diversity of the fungal community 

To quantify species diversity, richness, and dominance the indices Fisher’s α, Margalef’s, and 

Simpson’s were used, respectively. The matrices of OTUs (Operational taxonomic units) 

abundances (calculated for each OTU from the fungal density of each lake) were used to 

perform the following multivariate analyses to estimated the similarities among fungal taxa 

from different lakes points using the Sorensen and Bray-Curtis coefficient. Species 

accumulation curves wer obtained using Mao Tao index. All results were obtained with 95% 

confidence, and bootstrap values were calculated from 1,000 replicates using the PAST 

computer program 1.90 (Hammer et al. 2001). 

 

Fungal cultivation and extract production for biological assays 

All fungal isolates were cultivated using solid-state fermentation. Briefly, the cultures were 

prepared by aseptically transferring three 5-mm diameter plugs of each fungal isolate on 10 

Petri dishes (90 mm diameter) containing MA medium, followed by incubation for 15 days at 

10 °C. The fungal cultures were cut in small pieces and transferred to 250 mL Erlenmeyers 

flasks followed by the addition of 100 mL of ethyl acetate (Synth, Brazil). After 72 h of 

decantation at room temperature, the organic phase was filtered and the solvent removed 

under rotary evaporation at 40 °C. An aliquot of each dried extract was dissolved in DMSO 

(Merck) to prepare a 100 mg mL
−1 

stock solution, which was stored at -20 °C. Sterile MA 

medium was extracted using the same procedure. The sterile MA extract was used as the 

control in the screening procedures. 

 

http://www.indexfungorum.org/
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Antimicrobial activity against Cladosporium sphaerospermum 

Cladosporium sphaerospermum CCT 1740 was grown in BDA at 25 °C for 7 to 10 days. A 

spore loft was suspended in sterile 0.85% saline solution and homogenized on a vortex type 

stirrer for 15 seconds. The spore density of the suspension was adjusted to 86-88% 

transmittance at 620nm using a spectrophotometer (BioSpectro SP-22), corresponding to 10
6
 

spores mL
-1

 (NCCLS M38-A, v. 22, n ° 16). Subsequently, the suspension was diluted 50-fold 

in RPMI1640 culture medium (INLAB Diagnostic) for use in the assay. The extracts were 

diluted from a stock solution at 100 mg mL
-1 

dissolved in DMSO, and all tests were 

performed in duplicate. A total of 25 μL of the extract were diluted in autoclaved deionized 

water (at 1 mg mL
-1

), 25 μL of the culture medium and 50 μL of the inoculum were inoculated 

into each well. The final volume of each well was 100 μL in the concentrations of 0.1% 

DMSO and 250 μg mL
-1

 extract. As a positive control, Benomyl at 1.16 μg mL
-1

 was used. 

Plates were placed on a shaker (Uniscience OS-10) for 20 minutes at 200 rpm. Subsequently, 

they were incubated at 25 °C for 48h. The fungi growth was analised by reading of the plates 

was carried out on a VERSAmax microplate reader (Molecular Devices) using Softmax® Pro 

5 (Molecular Devices) software, by measuring the absorbance at 620 nm. The absorbance of 

the test wells was compared to the absorbance of the microorganism growth control without 

treatment. Extracts with an inhibition value greater than or equal to 60% were arbitrarily 

considered as active. 

 

Assay against Trypanosoma cruzi 

The in vitro test of trypanocidal activity was performed as previously described by Romanha 

et al. (2010), using Trypanosoma cruzi (Tulahuen strain) expressing the Escherichia coli β-

galactosidase gene. Infective trypomastigote forms are obtained through culture in 

monolayers of mouse L929 fibroblasts in RPMI-1640 medium, without phenol red, 

containing 10% foetal bovine serum and 2 mM glutamine. For the bioassay, 4,000 L929 cells 

in 80 μL of supplemented medium are added to each well of a 96-well microtitre plate. After 

an overnight incubation, 40,000 trypomastigotes in 20 μL are added to the cells and the cells 

are incubated for 2 h. Medium containing parasites that did not penetrate the cells is replaced 

with 200 μL of fresh medium and the plate is incubated for an additional 48 h to establish 

infection. The medium is then replaced with solutions of natural products at 20 mg mL
-1

 in 

fresh medium (200 μL) and the plate is incubated for 96 h at 37°C. After this period, 50 μL of 

500 μM chlorophenol red b-D-galactopyranoside in 0.5% Nonidet P40 is added to each well 

and the plate is incubated for 18 h at 37 °C, after which the absorbance at 570 nm is 
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measured. Controls with uninfected cells, untreated infected cells, infected cells treated with 

benznidazole at 3.8 μM (positive control) or DMSO 1% are used. The results are expressed as 

the percentage of T. cruzi growth inhibition in compound-tested cells as compared to the 

infected cells and untreated cells. Duplicates are run in two different plates. 

 

Assay against Leishmania amazonensis 

Promastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis (strain IFLA/BR/196/PH-8) obtained 

from lesions of infected hamsters were used to detect the leishmancidal activity according to 

protocols established by Callahan et al. (1997). Each extract was tested at concentration of 20 

µg mL
-1

. The results are expressed as percent inhibition in relation to controls without drugs. 

Amphotericin B at 0.2 μg mL
-1

 (Fungison® Bristol-Myers Squibb B, Brazil) was used as a 

positive drug control. All assays were performed in triplicate. 

 

Activity against Plasmodium falciparum blood parasites in vitro 

Initially, 20 μg mL
-1 

of each extract sample was placed into the well of the “U” bottom 96-

wells plates and their efficacies were evaluated against the parasites, and repeated at least 

once. The sample that inhibited the growth of the parasite with an efficacy of ≥40%, 

compared to the control, without addition of drugs, was considered promising. The promising 

samples were then titrated and the concentration at which growth inhibition of 50% of the 

parasites took place was used to determine the IC50 value. The activity of the compounds 

against the bloodborne form of the P. falciparum parasite was tested using a chloroquine-

resistant and mefloquine-sensitive W2 clone (Oduola et al. 1988) cultured at 37 °C, as per the 

method described by Trager and Jensen (1976). The activity was measured using the SYBR 

test with the parasite suspension (0.5% parasitemia and 2% haematocrit), as described 

previously (Smilkstein et al. 2004). After 48 h at 37 °C, the culture supernatant was removed 

and replaced by 100 µL of the lysis buffer solution [Tris (20 mM; pH 7.5), EDTA (5 mM), 

saponin (0.008%; w/v), and Triton X-100 (0.08%; v/v)] followed by the addition of 0.2 µL 

mL
-1

 of SYBR Safe (Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA). The contents of the plate were 

transferred to a flat bottom plate and incubated in the dark for 30 min at 37 °C. The plate was 

read in a fluorometer (Synergy H4 Hibrid Reader, Biotek) with excitation and emission at 485 

and 535 nm, respectively. In all the tests, the activities of the compounds were expressed as 

the 50% inhibitory concentration of the parasite growth (IC50) compared to the drug-free 

controls and estimated using the curve-fitting software Origin 8.0 (OriginLab Corporation, 

Northampton, MA, USA). Chloroquine was used as antimalarial reference drug (IC50 ~ 100 
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ng mL
-1

). Compounds with IC50 values bellow 10 μg mL
-1

, between 10 e 20 μg mL
-1

 and 

above 20 μg mL
-1

 were considered to be active, partially active and inactive, respectively. 

 

Toxic to a mammalian cell line 

The monkey kidney cell line (BGM) (ATCC, Manassas, VA, USA) was used to conduct the 

cytotoxicity assays, and maintained as suggested by the manufactures. The cells were cultured 

in bottles of 75 cm
2
 dimensions with RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-

inactivated fetal calf serum and 40 mg L
-1

 gentamicin in a 5% CO2 atmosphere at 37 °C. For 

the in vitro tests, a confluent cell monolayer was trypsinized, distributed in a flat-bottomed 

96-well plate (2 × 10
5
 cells mL

-1
), and incubated for 18 h at 37 °C to ensure cell adherence. 

The BGM cells were incubated with 20 μL of the drugs at different concentrations (≤1 mg 

mL
-1

) for 24 h in 5% CO2 at 37 °C. The cell viability was expressed as the percentage of 

control absorbance of the untreated cells after subtracting the appropriate background values. 

The drug lethal dose of cells was determined by conducting tests at least in duplicates to 

calculate the dose that killed 50% of the cells (MLD50), as described by do Céu de Madureira 

et al. (2002). The neutral red uptake assay was used to evaluate the lysossomal integrity and 

distinguishes live cells from dead by its ability to incorporate the dye (Borenfreund et al. 

1988). Briefly, 0.2 mL medium containing 50 μg mL
-1

 was added to each well. The plate was 

incubated for another 3 h at 37 °C to allow the uptake of the vital dye into the lysosomes of 

viable uninjured cells. After removal of the medium, 200 μL of a mixture of 0.5% 

formaldehyde and 1% CaCl2 was added to the cells, and incubated for 5 min at 37 °C. The 

supernatant was removed and 100 μL of a solution of 1% acetic acid-50% ethanol was added 

to each well to extract the dye. After homogenization, the optical density of each well was 

measured at a wavelength of 540 nm using a spectrophotometer since this absorbance gives a 

linear relationship with the number of surviving cells. The ratio between drug cytotoxicity 

(MLD50 BGM) and activity (IC50 W2) was used to estimate the selective index (SI), as 

determined before (Bézivin et al. 2003), where SI ≤ 10 was indicative of toxicity. 

 

Antiviral activity against the Dengue virus 2 and the Zika virus 

For determining the antiviral activity against the Dengue virus 2 (DENV-2) and the Zika virus 

(ZIKV), monolayers of baby hamster kidney 21 (BHK-21) cells and Vero cells, respectively 

were used. Each cell was grown in flat bottom 96-well plates (Sarstedt, USA) using 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 2% fetal bovine serum 

(FBS), 100 U mL-1 penicillin, 100 μg mL
-1

 streptomycin, and 0.25 μg mL
-1

 amphotericin B 
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(all from Gibco, Thermo Sci, USA). All fungal extracts were provided at 20 mg mL
-1

 in an 

aqueous 90% DMSO solution. Viral suspensions with multiplicity of infection (m.o.i.) of 2 for 

both viruses and the extracts were simultaneously added to the plates, in duplicates. Cells 

were exposed to 20 μg mL
-1

 of fungal extracts for 72 h and 96 h with DENV-2 and ZIKV, 

respectively. Cell controls (uninfected untreated cells, with or without DMSO), virus controls 

(infected untreated cells, with or without DMSO) and antiviral positive control (infected cells 

treated with 300 and 600 UI mL
-1

 of interferon-α 2B - INREC, Uruguay) were run in parallel 

during each experiment. Additionally, all extracts were tested at the same concentration in the 

antiviral assays to verify their cytotoxicity against both cell lines. The antiviral activity was 

evaluated by the grading the peculiar cytopathic effect (CPE) caused by DENV-2 or ZIKV by 

optic microscopy, followed by the MTT colorimetric assay using the 3-(4,5-Dimethyl-2-

thiazolyl)-2,5-diphenyl-2 H-tetrazolium bromide (MTT) (Sigma Aldrich, USA) according to 

Mossman (1983). The results were expressed as the percentage of viral inhibition in relation 

to the virus controls. All antiviral screening assays were repeated at least twice. 

 

Herbicide assay 

The herbicidal activities of fungal extracts at 1 mg mL
-1

 against Lactuca sativa (lettuce) and 

Allium schoenoprasum (chive) were measured using methods adapted from Dayan et al. 

(2000). Briefly, seeds of both plants were disinfected with ethanol 70% for 1 min, sodium 

hypochlorite at 2 -2.5% for 7.5 min, washed with sterilised distilled water four times, and 

dried on sterilized filter paper at room temperature. Herbicidal activity was quantitatively 

evaluated in 24-wells microtitre plate by visually comparing the amount of germination in 

each well between untreated and treat samples. Samples were incubated at 26 °C in a 

germination incubator 710 (Thoth, Brazil) under continuous light conditions for 10 days for L. 

sativa and 14 for A. schoenoprasum. Test samples were dissolved in acetone to a final 

concentration of 10% acetone. The control wells contained 400 µL of deionized water. The 

control + solvent well contained 360 µL of water and 40 µL of the solvent. Glyphosate at 3 

mg mL
-1

 (Sigma, USA) was used as a positive herbicide control. All sample wells contained 

360 µL of water and 40 µL of the appropriate dilution of the sample. A quantitative estimate 

of herbicidal activity was evaluated using a rating scale of 0-5, where 0 = no effect and 5 = no 

growth or no germination of the seeds. All assays were performed in duplicate. 
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Results 

Sample processing and fungal isolation 

On hundred ninty-five fungal isolates were reovered on the different culture media used. The 

DRBC medium provided the growth of a larger number of fungi (n = 70; 35.9%), followed by 

the MEA (n = 68; 34.9%), and MM (n = 57; 29.2%). The sediment sampled in lake of 

Elephant Island supplied the highest number of isolated fungi (32.8%), followed by the lakes 

of Penguin (20%), Punta Hennequin (16.9%), Deception A (10.3%), Wanda A (10.3%), 

Wanda B (5.1%) and Kroner (4.6%). The total number of isolates and the density of colony 

forming units (CFU g
-1

) per sample are represented on Table S2. 

 

Fungi identification 

The 195 fungi isolates obtained were identify in 42 OTUs (Operational taxonomic units) 

(Table 1). The taxonomic rank and the hierarchical order levels of the OTUs were informed in 

Figure S1. Taxa of the phyla Ascomycota, Basidiomycota, and Mortierellomycota were 

detected in the lacustrine sediment samples. Eighteen OTUs, including Pleosporales sp., 

Hypocreales sp., Helotiales sp., Myxotrichaceae sp. and Pezizomycotina sp., showed low 

query cover and identity percentage when compared to the sequences of type species 

deposited in GenBank and more taxonomic studies will be necessary to determine if they 

represent new fungal species. 

The distribution of the Ascomycota and Basidiomycota assemblages obtained in the sediment 

of all lakes were relatively similar. Ascomycota represented 47.2% of the taxa, followed by 

Basidiomycota 46.1%, and Mortierellomycota 6.7% (Table S3). Ascomycota was represented 

by the orders Capnodiales, Eurotiales, Helotiales, Hypocreales, Onygenales, Pleosporales, 

Pleosporales, Sordariales, Thelebolales, and Taphrinales (Figure S1). 

Within the Ascomycota, Thelebolus globosus was the most frequent (10.2%), which occurred 

also in lake sediments of Punta Hannequin, Deception A, and Wanda A. Antarctomyces 

psychrotrophicus (5.6%) was detected in sediments of Elephant, Kroner, and Wanda A lakes 

and represented the second most frequent species, followed by Pseudogymnoascus verrucosus 

(5.1%) present in sediments of Punta Hennequin and Deception A lakes. 

In the sediment lakes, Basidiomycota was represented only by yeasts of the orders 

Cystofilobasidiales, Filobasidiales, Holtermanniales, Kriegeriales, Leucosporidiales, and 

Tremellales. The most frequent taxa obtained was Vishniacozyma victoriae (9.2%), followed 

by Phenoliferia sp. (7.2%), and Microbotryomycetes sp. 2 (5.6%). In addition, 
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Mortierellomycota only the order Mortierellales (Mortierella antarctica and Mortierela spp. 

1) was detected. 

 

Diversity analysis of fungal assemblages 

In general, the fungal assemblages showed high diversity (Fisher’s α = 4.1) and richness 

(Margalef = 3.5), but low dominance (Simpson = 0.88) values. However, the diversity indices 

ranged according to the different lakes sediment samples (Table S2). The fungal assemblage 

of Penguin Lake showed higher values of diversity, richness, dominance in comparison with 

other lakes. In contrast, the fungal assemblage of Kroner Lake displayed the lowest values of 

diversity, richness, and cominance. 

The taxa shared among sediment samples or exclusive samples are represented by the Figure 

S2. Thirteen taxa were shared among the lake sediments (iFigure S2b). In the sediment of 

Penguin lake we detected 11 unique taxa, followed by Elephant (n = 7), Wanda B, Wanda A, 

Kroner, Punta Hannequin (n = 2), and Deception A (n = 1). The Sorensen and Bray-Curtis 

similarities of the fungal assemblages among the lakes were low (Figure S2). The sites with 

the most similar species assemblages were Kroner (Deception Island) and Wanda (King 

George Island) lakes, both saline lakes with direct connection to seawater. In addition, the 

Mao Tao rarefaction curves reached an asymptote (Figure S3), which indicates that the 

diversity observed, considering density values of fungi obtained, reached the expected one. 

 

Biological activities 

Among all fungal extracts screened, sixty (30.8%) displayed at least one biological activity, 

including the target T. cruzi (trypanocidal), C. sphaerospermum (antifungal), or weeds 

(herbicidal) (Table 2). Pezizomycotina sp. UFMGCB 13963 and Pseudogymnoascus 

destructans UFMGCB 13934 showed trypanocidal activity. The isolate Trichoderma 

polysporum UFMGCB 13968 present antiplasmodial activity (46.8% of inhibition). Two 

isolates Pezizomycotina sp. UFMGCB 13963 and Mortierella sp. 1 UFMGCB 13012 

presented moderate activity against L. amazonenesis (61.7 and 63.2 % of inhibition, 

respectively). Fourteen extracts showed antifungal activity against C. sphaerospermum and 

Cladosporium sp. 1 UFMGB 13968 and Trichoderma polysporum UFMGB 13968 showed 

the high values of inhibition, followed by extracts of Pseudogymnoascus appendiculatus, P. 

destructans, Pseudogymnoascus verrucosus, M. antarctica, Mortierella sp. 1, Mortierella sp. 

2, and T. globosus. Fourty-six fungal extracts (23.6%) showed herbicidal activity at least one 

target evaluted. Among them, 37 inhibited the dicotyledon L. sativa and 11 the monocotiledon 
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A. schoenoprasum. P. appendiculatus UFMGB 13953 and Helotiales sp. UFMGB 13946 

showed the highest herbicidal activities. No antiviral activity were detected. 

 

Discussion 

Fungal taxonomy, diversity, and occurrence 

The phyla Ascomycota, Basidiomycota, and Mortierellomycota are commonly identified in 

different samples/habitats of Antarctica (Rosa et al. 2019). Among the taxa present in the 

sediments of Antarctic lakes, T. globosus, A. psychrotrophicus, P. verrucosus, V. victoriae, 

and Phenoliferia sp. were the most prevalent. Fourteen taxa occurred as singlets in the lake 

sediments and represented the minor component of the fungal community. In addition, 

thirteen fungal taxa were shared among lakes, including the endemic species A. pellizariae, A. 

psychrotrophicus, G. antarctica, M. antarctica, and T. globosus. 

Thelebolus comprises twenty-one species (www.mycobank.org) and was previously described 

in lakes in Maritime and Continental Antarctica (de Hoog et al. 2005, Brunati et al. 2009, 

Gonçalves et al. 2012, Tsuji et al. 2013, Conell et al. 2018). Some of the Thelebolus 

psychophilic species were reported associated with ornithogenic Antarctic soils (del Frate and 

Caretta et al. 1990) and in the digestive tract of birds in Antarctica (Leotta et al. 2002), 

indicating that the species found in the continent still active in the digestive system before 

being dispersed in the environment (de Hoog et al. 2005). T. globosus was described for the 

first time in lakes of the Eastern and Southern Antarctic, with little or no bird visitation by de 

Hoog et al. (2005). According to authors, T. globosus does not have an ascospore dispersion 

mechanism; its simple conidia and its abundance of undifferentiated hyphae indicate that it 

can remain submerged in the lakes during most of its life cycle, which could explain the 

presence of the species in the basal layers of sediment. In addition, in three lakes where T. 

globosus was detected, occur the presence of Stercorarius pomarinus (skua), its remnants of 

feathers, bones and feces. 

Antarctomyces includes only two species A. psychrotrophicus (Stchigel et al. 2001) and A. 

pellizariae (de Menezes et al. 2017), which were identified in the lake sediments evaluated in 

present study. A. psychrotrophicus was described in soil samples where the terrain is basaltic 

and metamorphosed rock in King George Island (Stchigel et al. 2001). In addition, A. 

psychrotrophicus was detected in lake closed to Stenhouse glacier at King George Island 

(Gonçalves et al. 2012). P. verrucosus was first described associated with Sphagnum mosses 

in bog of Canada (Rice and Currah, 2006). In Antactica, P. verrucosus already detected in 

association with plants and others substrates in extra-aquatic zones and may play important 

http://www.mycobank.org/
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role in the decomposition of organic matter in lakes (Ogaki et al. 2019b) and lake sediments 

(Ogaki et al. 2019c). 

Vishniacozyma victoriae was frequently obtained from lichens, mosses, and vascular 

(Vasileva-Tonkova et al. 2014, Santiago et al. 2015, Duarte et al. 2016, Martorell et al. 2017, 

Ferreira et al. 2018). In Antarctic lakes, V. victoriae the species was isolated from sediments 

and water samples in King George Island (Vaz et al. 2011) and Fryzell in McMurdo Dry 

Valleys (Conell et al. 2018). P. glacialis and P. psychrophenolica are typical of cold 

environments (Buzzini et al. 2017). In Antarctica, Phenoliferia already isolated from soil and 

rocks near lichens, associated with vegetal substrates such as bryophytes and D. antarctica 

(Carrasco et al. 2012, Duarte et al.2013, Martorell et al. 2017, Ferreira et al. 2018). In aquatic 

ecosystems, Phenoliferia taxa were recovered from macroalgae (Duarte et al.2016), biofilm 

samples collected in the surface of puddles formed by ice defrosting (Ferreira et al 2018), and 

in lakes (Vaz et al. 2011; Tsuji et al. 2013). 

Mortierella taxa are frequently isolated from different substrates of Antarctica such as 

permafrost (Gilichinsk et al. 2007), macroalgae thalli (Godinho et al. 2013), floating wood in 

seawater (Edgington et al. 2014), mosses (Melo et al. 2014), rizhosphere of D. antarctica and 

C. quitensis (Gonçalves et al. 2015, Wentzel et al. 2018), soil (Newshman et al. 2018) and 

marine invertebrates (Godinho et al. 2019). According to Rosa et al. (2019), M. antarctica is 

considered endemic in Antarctica. M. antarctica was discovered in Antarctic soils in Victoia 

Land, East Antarctica for the first time in the late 1960s (Zycha et al. 1969). In addition, Tosi 

et al. (2002) identified M. antarctica associated with different species of mosses sampled in 

Victoria Land. In South Shetlands, M. antarctica was isolated in association with the 

macroalgae Pyropia endiviifolia in Elephant island (Furbino et al. 2014) and in soil of Nelson 

and Robert islands (Gomes et al. 2018). 

Thielavia antarctica and Glaciozyma antarctica are considered endemic of Antarctica and 

already described for terrestrial and aquatic ecosystems (Arenz et al. 2014). The species T. 

antarctica was first isolated from a sample of the lichen Usnea aurantio-atra collected on 

King George Island (Stchigel et al. 2003). G. Antarctica was reported in water and biomats 

lakes samples (Brunati et al. 2009, Tsuji et al. 2013, Conell et al. 2018) and soil (Carrasco et 

al. 2012). 

 

Bioprospection 

Among the fungi able to produce bioactive compounds, P. destructans, T. polysporum, and P. 

appendiculatus displayed selective and/or high activities. 
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Trichoderma polysporum produce bioactive compounds against the phyopathogenic fungi C. 

sphaerospermum  and Plasmodium falciparum. Trichoderma spp. are largely studied as 

biological control agents, being marketed as active compouds for biopesticides, biofertilizers, 

growth promoters and natural resistance stimulants, for example in USA, where strains T. 

polysporum are market as fungicide and in a return as a beneficial fungi (Woo et al. 2014). 

Trichoderma species act protecting plants, in order to increase vegetative growth and contain 

pathogen populations, in this sense they are considered good alternatives to chemical 

pesticides, in addition they can be used as inoculant in soil to improve nutrient capacity, 

decomposition and biodegradation (Woo et al. 2014). 

P. destructans is recognized as a psychrophic pathogen of white nose syndrome (WNS) that 

affect bat populations in temperate regions (Lorch et al. 2011). In Antarctica P. destructans 

occur abundantly in different substrates and some strains were reported as producer of 

bioactive compounds (Rosa et al. 2019). Some strains obtained from algae, lakes, soil and 

other substrates in Antarctica regions were recognized as producer of bioactive compounds 

with antifungal and antibacterial activities against clinical pathogens such as Streptococcus 

pneumoniae (Li et al. 2008), Cryptococcus neoformans (Brunatti et al. 2009), Candida 

albicans, (Brunati et al. 2009, Furbino et al. 2014) and Cladosporium sphaerospermum 

(Furbino et al. 2014) pathogen in agriculture. Gomes et al. (2018) evaluated extracts of P. 

destructans obtained from Antarctica soils produce compounds with moderate herbicidal and 

strong trypanocidal activities. 

 

Conclusion 

In Antarctica, lakes the input of nutrient ranged to oligotrophic to ultra-oligotrophic 

environments. However, there are some lakes enriched by bird droppings and plant debris 

(Laybourn-Parry et al. 1997). Our study indicate that in the sediments of Antarctica lakes live 

a rich and diverse fungal community composed by cold cosmopolitan and psychrophilic 

endemic taxa dominated by Ascomycota and Basidiomycota phyla associated with extra-

aquatic sources close to lakes, considering that their already were detected in different 

terrestrial substrates of Antarctica. Within the fungal community, we detected species 

recognized as strong and weak decomposer, symbiotics, pathogens, and potential new species. 

The dynamic and balance of this fungal community represent an interesting aquatic web 

model for further ecological and evolutionary studies under extreme conditions and potential 

climate changes in the regions. In addition, we detected fungal taxa and isolates able to 
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produce bioactive compounds, which may represent source of prototype molecules to use in 

medicine and agriculture. 

 

Acknowledgements 

We acknowledge the financial support from CNPq PROANTAR 442258/2018-6, INCT 

Criosfera II, CAPES (88887.136384/2017-00 and 88887.314457/2019-00), CNPq, FAPEMIG, 

and FNDCT. This study was financed in part by the Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001. The authors thank the 

Program for Technological Development of Tools for Health-PDTIS-Fiocruz for use of its 

facilities (Bioprospection and Chagas disease-PlaBio Tc platforms). PASJ is research fellow 

supported by Programa de Pós-graduação em Ciências da Saúde, Fiocruz Minas 

(CAPES/PNPD). 

 

References 

Altschul SF, Madden TL, Schaffer AA et al. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new 

generation of protein database search programs. Nucl Acids Res 1997;25:3389–3402. 

Arenz BE, Blanchette RA, Farrel R Fungal diversity in Antarctica soils. In: Cowan DA 

Antarctic Terrestrial Microbiology: Physical and Biological Properties of Antarctica soils. 

New York: Springer Heidelberg, 2014, 35-49. 

Brunati M, Rojas JL, Sponga F et al. Diversity and pharmaceutical screening of fungi from 

benthic mats of Antarctic lakes. Mar Genomics 2009,2:43–50. 

Borenfreund E, Babich H, Martin-Alguacil N. Comparisons of two in vitro cytotoxicity 

assays: the neutral red (NR) and tetrazolium MTT tests. Toxicol In Vitro, 1988;2:1–6. 

Buzzini P, Turk M, Perini L et al. Yeasts in Polar and Subpolar Habitats. In: Buzzini P., 

Lachance MA, Yurkov A (eds.). Yeasts in Natural Ecosystems: Diversity. Switzerland: 

Springer Nature 2017, 331-365. 

Callahan HL, Portal AC, Devereaux R et al. An axenic amastigote system for drug screening. 

Antimicrob Agents Chemother 1997;41:818–822.  

Carrasco M, Rozas JM, Barahona S et al. Diversity and extracellular enzymatic activities of 

yeasts isolated from King George Island, the sub-Antarctic region. BMC Microbiol 

2012;12:251. 

Connell L, Segee B, Redman R et al. Biodiversity and abundance of cultured microfungi from 

the permanently ice-covered Lake Fryxell, Antarctica. Life 2018;8:1–10. 



171 

 

 

Dayan FE, Romagni JG, Duke SO. Investigating the mode of action of natural phytotoxins. J 

Chem Ecol 2000;26:2079–2094.  

de Hoog GS, Göttlich E, Platas G et al. Evolution, taxonomy and ecology of the genus 

Thelebolus in Antarctica. Stud Mycol 2005;51:33–76.  

De Menezes GC, Godinho VM, Porto BA et al. Antarctomyces pellizariae sp. nov., a new, 

endemic, blue, snow resident psychrophilic ascomycete fungus from Antarctica. 

Extremophiles 2017;21:259–269. 

del Frate G, Caretta G. Fungi isolated from Antarctic material. Polar Biol 1990;11(1):1-7.  

Duarte AW, Passarini MR, Delforno TP et al. Yeasts from macroalgae and lichens that inhabit 

the South Shetland Islands, Antarctica. Environ Microbiol Rep 2016;8:874–885. 

Duarte AWF, Dayo-Owoyemi I, Nobre FS et al (2013) Taxonomic assessment and enzymes 

production by yeasts isolated from marine and terrestrial Antarctic samples. Extremophiles 

17:1023–1035. 

Edgington S, Thompson E, Moore D et al. Investigating the insecticidal potential of 

Geomyces (Myxotrichaceae: Helotiales) and Mortierella (Mortierellacea: Mortierellales) 

isolated from Antarctica. Springer plus 2014;3:289. 

Ferreira SEM, Sousa FMP, Rosa LH et al. Taxonomy and richness of yeasts associated with 

angiosperms, bryophytes, and meltwater biofilms collected in the Antarctic Peninsula. 

Extremophiles 2018;23:151–159. 

Gilichinsky DA, Wilson GS, Friedmann EI et al. Microbial populations in Antarctic 

permafrost: biodiversity, state, age, and implication for astrobiology. Astrobiology 

2007;7:275–311. 

Furbino LE, Godinho VM, Santiago IF et al. Diversity patterns, ecology and biological 

activities of fungal communities associated with the endemic macroalgae across the Antarctic 

Peninsula. Microb Ecol 2014;67:775–787.  

Glass NL, Donaldson GC. Development of primer sets designed for use with the PCR to 

amplify conserved genes from filamentous ascomycetes. Appl Environ Microbiol 

1995;61:1323–1330.   

Godinho VM, Furbino LE, Santiago IF et al. Diversity and bioprospecting of fungal 

communities associated with endemic and cold-adapted macroalgae in Antarctica. ISME J 

2013;7:1434–1451. 

Godinho VM, de Paula MTR, Silva DAS et al. Diversity and distribution of cryptic cultivable 

fungi associated with marine animals of Antarctica. Fungal Biol 2019;123:507-516. 



172 

 

 

Gomes EC, Godinho VM, Silva DA et al. Cultivable fungi present in Antarctic soils: 

taxonomy, phylogeny, diversity, and bioprospecting of antiparasitic and herbicidal 

metabolites. Extremophiles 2018;22:381–393. 

Gonçalves VN, Vaz ABM, Rosa CA et al. Diversity and distribution of fungal communities in 

lakes of Antarctica. FEMS Microbiol Ecol 2012;82:459–471. 

Gonçalves VN, Cantrell CL, Wedge DE et al. Fungi associated with rocks of the Atacama 

Desert: taxonomy, distribution, diversity, ecology and bioprospection for bioactive 

compounds. Environ Microbiol 2015;18:232–245. 

Goto S, Sugiyama J, Iizuka H. A taxonomic study of Antarctic yeast. Mycologia 

1969;61:748–774. 

Houbraken J, Frisvad JC, Seifert KA et al. New penicillin-producing Penicillium species and 

an overview of section Chrysogena. Persoonia 2012;29:78–100. 

Kirby BM, Easton S, Tuffin IM et al. Bacterial diversity in polar habitats. In: Miller RV, 

Whyte LG. Polar Microbiology: Life in a Deep Freeze. Washington, DC: ASM Press, 2012, 3-

31. 

Kirk PM, Cannon PF, Minter DW et al. Dictionary of the Fungi. CAB International, 

Wallingford, 2008. 

Kurtzman CP, Fell JW, Boekhout T The yeasts: a taxonomic study. Elsevier, Amsterdam, 

2011. 

Lachance MA, Bowles JM, Starmer WT et al. Kodamaea kakaduensis and Candida tolerans, 

two new yeast species from Australian Hibiscus flowers. Can J Microbiol 1999;45:172–177. 

Laybourn-Parry J, James MR, McKnight DM et al. (The microbial plankton of Lake Fryxell, 

Southern Victoria Land, Antarctica during the summers of 1992 and 1994. Polar Biol 

1997;17:54–61. 

Leotta GA, Paré JA, Sigler L et al. Thelebolus microsporus mycelial mats in the trachea of 

wild brown  skua  (Catharacta  antarctica  lonnbergi)  and  South  Polar  Skua  (C. 

maccormicki) carcasses. JWildlife Diseases, 2002;38:443–447. 

Li Y, Sun B, Liu S et al. Bioactive asterric acid derivatives from the Antarctic ascomycete 

fungus Geomyces sp. J Nat Prod 2008;71:1643–1646. 

Lorch JM, Meteyer CU, Behr JM et al. Experimental infection of bats with Geomyces 

destructans causes white-nose syndrome. Nature 2011;480:376–378.  

Martorell MM, Ruberto LAM, Fernández PM et al. Bioprospection of cold-adapted yeasts 

with biotechnological potential from Antarctica. J Basic Microbiol 2017;57(6):504–516.  



173 

 

 

Martorell MM, Ruberto LAM, de Figueroa LIC et al. Antarctic Yeasts as a Source of 

Enzymes for Biotechnological Applications. In: Rosa LH (Eds.) Fungi of Antarctica. 

Switzerland: Springer Nature, 2019, 285–304. 

McInnes SJ. A predatory fungus (Hyphomycetes: Lecophagus) attacking Rotifera and 

Tardigrada in maritime Antarctic lakes. Polar Biol 2003;26:79–82  

Melo IS, Santos SN, Rosa LH et al. Isolation and biological activities of an endophytic 

Mortierella alpina strain from the Antarctic moss Schistidium antarctici. Extremophiles 

2014;18:15–23. 

Mossman T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application to 

proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods 1983;65: 55–63. 

NCCLS Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of filamentous 

fungi; approved standard, M38-A. National Committee on Clinical Labora-tory Standards 

2002;22:16. 

Newsham KK, Garnett MH, Robinson CH  et al. Discrete taxa of saprotrophic fungi respire 

different ages of carbon from Antarctic soils. Sci Rep 2018;8:7866. 

Oduola AM, Weatherly NF, Bowdre JH et al. Plasmodium falciparum: cloning by single-

erythrocyte micromanipulation and heterogeneity in vitro. Exp Parasitol 1988;66:86–95. 

Ogaki MB, Vieria R, Lirio JM et al. Diversity and Ecology of Fungal Assemblages Present in 

Lakes of Antarctica. In: Rosa LH (Ed) Fungi of Antarctica. Switzerland: Springer Nature, 

2019a, 69-97. 

Ogaki MB, Coelho LC, Vieira R et al. Cultivable fungi present in deep-sea sediments of 

Antarctica: taxonomy, diversity, and bioprospection of bioactive compounds. Unppublished. 

2019b 

Ogaki MB, Vieria R, Zani CL et al. Diversity, ecology, and bioprospection of fungi in lakes 

under anthropogenic effects in Maritime Antarctica. Unppublished. 2019c 

Rice AV, Currah RS Two new species of Pseudogymnoascus with Geomyces anamorphs and 

their phylogenetic relationship with Gymnostellatospora. Mycologia 2006;98(2):307–318. 

Romanha AJ, de Castro SL, Soeiro MNC et al. In vitro and in vivo experimental models for 

drug screening and development for Chagas disease. Mem Inst Oswaldo Cruz 2010;105:233–

238. 

Rosa LH, Vaz ABM, Caligiorne RB et al. Endophytic fungi associated with the Antarctic 

grass Deschampsia antarctica Desv (Poaceae). Polar Biol 2009;32:161–167. 



174 

 

 

Rosa LH, Zani CL, Cantrell CL. Fungi in Antarctica: Diversity, Ecology, Effects of Climate 

Change, and Bioprospection for Bioactive Compounds. In: Rosa LH (ed.) Fungi of Antarctica. 

Switzerland: Springer Nature, 2019,1-17. 

Santiago IF, Soares MA, Rosa CA et al. Lichensphere: a protected natural microhabitatof the 

non-lichenised fungal communities living in extreme environments of 

Antarctica.Extremophiles 2015;19:1087–1097. 

Sattler B, Storrie-Lombardi MC. Laser-induced fluorescence emission (L.I.F.E.): in situ 

nondestructive detection of microbial life in the ice covers of Antarctic lakes. Astrobiology 

2009;9(7):659–672. 

Smilkstein M, Sriwilaijaroen N, Kelly JX et al. Simple and inexpensive fluorescence-based 

technique for high-throughput antimalarial drug screening. Antimicrob Agents Chemother 

2004;48:1803–1806. 

Sparrow FK. Ecology of freshwater fungi. In: Ainsworth GC, Sussman A.S (eds.). The Fungi. 

An Advanced Treatise vol IVA. New York and London: Academic Press, 1968, 41-53. 

Stchigel AM, Cano J, MacCormack CW. Antarctomyces psychrotrophicus gen. et sp. nov., a 

new ascomycete from Antarctica. Mycol Res 2001;105:377–382. 

Stchigel AM, Guarro J, Mac Cormack W. Apiosordaria antarctica and Thielavia antarctica, 

two new ascomycetes from Antarctica. Mycologia 2003;95(6):1218-26. 

Tamura K, Peterson D, Peterson N et al. MEGA5: molecular evolutionary genetics analysis 

using maximum likelihood, evolutionary distance, and maximum parsimony methods. Mol 

Biol Evol 2011;28:2731–2739. 

Tosi S, Casado B, Gerdol R et al. Fungi isolated from Antarctic mosses. Polar Biol 

2002;25:262–268. 

Trager W, Jensen JB. Human malaria parasites in continuous culture. Science 1976;193:673–

675. 

Tsuji M. Cold-stress responses in the Antarctic basidiomycetous yeast Mrakia blollopis. Royal 

Soc Open Sci 2016;31:60106. 

Tsuji M, Fujiu S, Xiao N et al. Cold adaptation of fungi obtained from soil and lake sediment 

in the Skarvsnes ice-free area, Antarctica. FEMS Microbiol Lett 2013;346:121–130. 

Vasileva-Tonkova E, Romanovskaya V, Gladka G et al. Ecophysiological properties of 

cultivable heterotrophic bacteria andyeasts dominating in phytocenoses of Galindez Island, 

maritime Antarctica. World J MicrobiolBiotechnol 2014;30:1387–1398. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stchigel%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21149023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guarro%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21149023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mac%20Cormack%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21149023


175 

 

 

Vaz AB, Rosa LH, Vieira ML et al. The diversity, extracellular enzymatic activities and 

photoprotective compounds of yeasts isolated in Antarctica. Brazilian J Microbiol 

2011;42:937–947.  

Vincent WF, Hibbie JE, Laybourn-Parry J. Introduction of limnology of high-latitude and 

river ecosystems. In: Vincent WF, Laybourn-Parry J (eds.). Polar lakes and Rivers: Limnology 

of Arctic and Antarctic Aquatic Ecosystems. New York: Oxford University Press Inc, 2008, 1-

23. 

Wentzel LCP, Inforsato FJ, Montoya QV et al. Fungi from Admiralty Bay (King George 

Island, Antarctica) soils and marine sediments. Microb Ecol 2018;77:12–24. 

White TJ, Bruns TD, Lee SB Amplification and direct sequencing of fungal ribosomal RNA 

genes for phylogenetics. In: Innis NA, Gelfand J, Sninsky J, White TJ (eds.). PCR protocols: a 

guide to methods and applications. San Diego: Academic Press, 1990, 315–322. 

Wong MK, Goh TK, Hodgkiss et al. Role of fungi in freshwater ecosystems. Biodiv 

Conservation 1998;7:1187. 

Woo SL, Ruocco M, Vinale F et al. Trichoderma-based products and their widespread use in 

agriculture. Open Mycol J 2014;8:71–126. 

Zycha H, Siepmann R, Linnemann G. Mucorales, eine Beschreibung aller Gattungen und 

Arten dieser Pilzgruppe. J Cramer, 1969, 1-355. 



176 

 

 

 

Table S1. Collection data of lake sediment samples. 

Sample identification Lake source 
Core size

a
 

(mm) 
Section

b
 

Area 

Point Longitude Latitude 

Punta Hennequin (Ph) Snow melting 120 T, B King George Island, Admiralty Bay 58. 39561 62. 12342 

Deception A (Da) Snow melting 50 T Deception Island, Crater Lake 60. 66512 62. 98131 

Deception B (Db) Crater melting areas 70 T Deception Island, Crater Lake 60. 65504 62. 98473 

Kroner Lake (Kr) Saline, freshwater 170 T, B Deception Island, Whalers Bay 60. 57353 62. 98033 

Wanda A (Wa) Saline, freshwater 120 T, B King George Island, Admiralty Bay 58. 39148 62. 08567 

Wanda B (Wb) Glacier melting 170 T, M, B King George Island, Admiralty Bay 58. 39148 62. 08567 

Elephant (El) Snow melting 190 T, M, B Elephant Island 55. 21543 61. 13182 

Penguin (Pe) Crater melting areas 100 T, B Penguin Island  57. 55098 62. 06038 

a – Size of the sediment core in milimeters; b – sections top (T), middle (M), and base (B). 
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Table 1. Fungal taxa obtained sediment of Lakes of Antarctic Peninsula and identified by sequence comparison with the BLASTn match with the 

NCBI GenBank database. 

Collection Point Section 
UFC 

g
-1

 

N. of 

isolates 
UFMGCB

a
 Top BLAST (Number of acess on Genbank) 

Query 

coverage 

(%) 

Identity 

(%) 

bp 

analysed 
Proposed taxa 

Pa Top 1000 2 13929 Antarctomyces pellizariae (KX576510)
b
 100 100 451 Antarctomyces pellizariae 

  

1040 4 13937 Pseudogymnoascus verrucosus (KJ755525)
b
 100 99 483 Pseudogymnoascus verrucosus 

  

1160 2 12987 Mortierella antarctica (NR111580)
b
 99 99 531 Mortierella antarctica 

  

80 1 13012 Mortierella elongatula (MH859811)
b
 100 96 514 Mortierella sp. 1 

  

3120 5 13008 Mortierella parvispora (NR077185)
b
 100 95 446 Mortierella sp. 2 

  

160 1 13970 Myxotrichum cancellatum (NR160089)
b
 100 99 311 Myxotrichum cancellatum 

 
 

3200 8 13011 Thelebolus globosus (NR138367)
b
 100 100 445 Thelebolus globosus 

 

Base 3000 5 13940 Pseudogymnoascus verrucosus (KJ755525)
b
 100 99 482 Pseudogymnoascus verrucosus 

  

2000 2 12991 Mortierella antarctica (JX975907)
b
 100 99 543 Mortierella antarctica 

  

1040 1 13017 Mortierella parvispora (NR077185)
b
 99 96 506 Mortierella sp. 2 

  

400 1 13014 Thelebolus globosus (NR138367)
b
 100 100 434 Thelebolus globosus 

    40 1 72 Goffeauzyma gilvescens (NG058297)
c
 100 100 424 Goffeauzyma gilvescens 

Da Top 40 1 13969 Mortierella antarctica (NR111580)
b
 100 99 530 Mortierella antarctica 

  

21560 8 13943 Thelebolus globosus (NR138367)
b
 100 100 448 Thelebolus globosus 

  

800 1 13979 Pseudogymnoascus verrucosus (KJ755525)
b
 100 99 478 Pseudogymnoascus verrucosus 

  

5360 6 73 Goffeauzyma gastrica (KY107767)
c
 100 100 444 Goffeauzyma gastrica 

  

2160 3 77 Leucosporidium muscorum (KY108280)
c
 100 100 550 Leucosporidium muscorum 

    8000 1 80 Vishniacozyma victoriae (KY110041)
c
 100 99 484 Vishniacozyma victoriae 

Kr Top 400 6 13015 Antarctomyces psychrotrophicus (MH874317)
b
 100 100 449 Antarctomyces psychrotrophicus 

  

400 
1 13007 

Cladosporium subuliforme (MH864124)
b
 

Cladosporium cladosporioides (KX288432)
d
 

100 

100 

100 

90 

467 

408 
Cladosporium sp. 1 

  
120 2 13006 Thielavia antarctica (MH863307)

b
 100 100 408 Thielavia antarctica 

Wa Top 280 4 13000 Antarctomyces psychrotrophicus (MH874317)
b
 100 100 457 Antarctomyces psychrotrophicus 

 
 

120 2 13958 Pseudeurotium hygrophilum (NR111128)
b
 96 100 430 Pseudeurotium hygrophilum 

 
 

240 3 13020 Thelebolus globosus (MH862951)
b
 100 100 450 Thelebolus globosus 
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40 1 13976 Pseudoagymnoascus destructans (EU884921)
b
 100 99 443 Pseudoagymnoascus destructans 

 
 

80 3 135 Glaciozyma antarctica (NG057664)
c
 100 100 393 Glaciozyma antarctica 

 

Base 40 1 13956 
Cladosporium rugulovarians (KT600459)

b
 

Cladosporium psychrotolerans (KJ596614)
d
 

100 

96 

99 

93 

472 

302 
Cladosporium sp. 2 

 
 

40 1 13985 Gregarithecium curvisporum (NR154049)
b
 100 92 434 Pleosporales sp. 

 
 

40 1 13932 Antarctomyces pellizariae (KX576510)
b
 100 100 459 Antarctomyces pellizariae 

 
 

40 1 13026 Bipolaris gossypina (MH864410)
b
 100 99 387 Bipolaris sp. 

  
60 3 127 Glaciozyma antarctica (KY107752)

c
 100 100 522 Glaciozyma antarctica 

Wb Top 
120 

1 13001 
Cladosporium rugulovarians (KT600459)

b
 

Cladosporium psychrotolerans (KJ596614)
b
 

100 

82 

100 

93 

478 

352 
Cladosporium sp. 2 

  

520 1 13946 Cadophora luteo-olivacea (GU128588)
b
 99 97 307 Helotiales sp. 1 

  

120 5 13971 Coleophoma paracylindrospora (NR154806)
b
 96 86 424 Pezizomycotina sp. 

  

120 
2 14000 

Phenoliferia psychrophenolica (EF151246)
c
 

Phenoliferia psychrophenolica (KY108774)
b
 

84 

100 

91 

98 

495 

316 
Kriegeriales sp. 

 
Base 40 1 13002 Epicoccum italicum (NR158264)

b
 100 100 360 Epicoccum italicum  

El Top 400 1 13016 Antarctomyces pellizariae (KX576510)
b
 100 100 436 Antarctomyces pellizariae 

  

19960 5 14005 Leucosporidium intermedium (KY104188)
b
 90 96 402 Microbotryomycetes sp. 1 

  

40 1 13949 Pseudeurotium hygrophilum (NR111128)
b
 96 100 431 Pseudeurotium hygrophilum 

  

400 2 94 Mrakia gelida (KY108585)
c
 100 99 438 Mrakia sp. 

  

2720 1 96 Mrakia aquatica (KY108574)
c
 100 99 373 Mrakia aquatica 

  

320 2 149 Glaciozyma antarctica (KY107752)
c
 100 100 461 Glaciozyma antarctica 

  

40 1 162 Piskurozyma fildesensis (KC894160)
c
 92 100 517 Piskurozyma fildesensis 

  

144 4 144 Goffeauzyma gilvescens (NG058297)
c
 100 100 477 Goffeauzyma gilvescens  

  

280 1 133 Leucosporidium fragarium (KY108279)
c
 100 100 523 Leucosporidium fragarium 

  

7600 11 145 Phenoliferia psychrophenolica (KY108774)
c
 c99 100 486 Phenoliferia sp. 

 
 

3440 9 148 Vishniacozyma victoriae (NG057678)
c
 100 100 514 Vishniacozyma victoriae 

 

Middle 
12360 

5 13994 
Sampaiozyma vanillica (NR137036)b 

Sampaiozyma vanillica (KY109537)c 

99 

100 

93 

93 

458 

552 
Microbotryomycetes sp. 2 

  

160 3 168 Phenoliferia psychrophila (NG058370)c 100 99 437 Phenoliferia sp. 

  

240 4 123 Vishniacozyma victoriae (NG057678)c 100 100 477 Vishniacozyma victoriae 

  

80 1 165 Leucosporidium fragarium (NG058330)c 100 100 440 Leucosporidium fragarium 
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40 1 101 Mrakia gelida (KY108585)c 100 99 432 Mrakia sp. 

 
 

40 1 136 Glaciozyma antarctica (NG057664)c 100 100 522 Glaciozyma antarctica 

 

Base 
1800 

6 14006 
Sampaiozyma vanillica (NR137036)

b
 

Sampaiozyma vanillica (KY109537)
c
 

96 

100 

94 

93 

417 

559 
Microbotryomycetes sp. 2 

  

800 5 13973 Pseudeurotium hygrophilum (NR111128)
b
 96 100 445 Pseudeurotium hygrophilum 

Pe Top 40 1 13022 Antarctomyces psychrotrophicus (MH874317)
b
 100 100 433 Antarctomyces psychrotrophicus 

  400 1 13957 Chrysosporium oceanitesii (KT155793)
b
 100 100 319 Chrysosporium oceanitesii 

  

80 2 13962 Pseudoagymnoascus destructans (EU884921)
b
 100 99 459 Pseudoagymnoascus destructans 

  

40 3 13961 Myxotrichum cancellatum (NR160089)
b
 100 99 354 Myxotrichum cancellatum 

  

40 1 13991 Oidiodendron truncatum (NR111036)
b
 100 96 439 Myxotrichaceae sp. 

  

440 2 13023 Pseudogymnoascus appendiculatus (NR137875)
b
 97 100 454 Pseudoagymnoascus appendiculatus 

 
 

120 2 13951 Pseudogymnoascus roseus (MH858631)
b
 98 99 478 Pseudoagymnoascus roseus 

 

Base 80 1 13966 Pseudoagymnoascus destructans (EU884921)
b
 100 99 482 Pseudoagymnoascus destructans 

  

920 3 13990 Leohumicola minima (NR121307)
b
 100 90 444 Helotiales sp. 2 

  

680 3 13964 Myxotrichum cancellatum (NR160089)
b
 100 99 411 Myxotrichum cancellatum 

  

40 1 13999 Acremonium biseptum (NR159609)
b
 96 97 369 Hypocreales sp.  

  

120 1 13025 

Penicillium jamesonlandens (NR119570)
b
 

Penicillium jamesonlandense (DQ309448)
d
 

Penicillium jamesonlandense (DQ309448)
e
 

97 

99 

100 

100 

98 

98 

501 

363 

340 

Penicillium jamesonlandense 

  

320 2 13954 Pseudogymnoascus appendiculatus (NR137875)
b
 97 99 487 Pseudoagymnoascus appendiculatus 

  

40 1 13968 Trichoderma polysporum (NR134448)
b
 98 99 341 Trichoderma polysporum 

  

80 2 103 Goffeauzyma gastrica (KY107768)
c
 100 99 474 Goffeauzyma gastrica 

  

1440 7 105 Holtermanniella wattica (NG058307)
c
 100 100 526 Holtermanniella wattica 

  

40 1 139 Leucosporidium creatinivorum (NR073329)
c
 100 100 381 Leucosporidium sp. 

  

2160 4 110 Vishniacozyma victoriae (NG057678)
c
 100 100 521 Vishniacozyma victoriae 

  
40 1 125 Protomyces inouyei (NG042406)

c
 100 99 499 Protomyces inouyei 

a
UFMGCB = Culture of Microorganisms and Cells from the Federal University of Minas Gerais. Taxa subjected to BLAST analysis based on the 

b
ITS, 

c
D1-

D2 domain, 
d
β-tubulin, 

e
Polymerase 2. 

f
Taxonomic suggested. Sequences of 

g
ITS, 

h
D1-D2 domain, 

i
β-tubulin and 

j
Polymerase 2 deposited in GenBank 

database. Lakes sediment samples: Ph – Punta Hanequin, Da – Deception A, Db – Deception B, Kr – Kroner Lake, Wa – Wanda A, Wb – Wanda B, El – 

Elephant, Pe – Penguin. 
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Table S3. Frequency of fungal isolation in Lakes sediments of Antarctic Peninsula. 

Lake Section 
N° of isolates [Relative Frequency (%)] 

Ascomycota Basidiomycota Mortierellomycota 

Ph Top 15 (7.7) - 8 (4.1) 

 

Base 6 (3.1) 1 (0.5) 3 (1.5) 

Da Top 9 (4.6) 10 (5.1) 1 (0.5) 

Db Top - - - 

Kr Top 9 (4.6) - - 

 

Base - - - 

Wa Top 10 (5.1) 3 (1.5) - 

 
Base 4 (2.1) 3 (1.5) - 

Wb Top 7 (3.6) 2 (1.0) - 

 

Middle - - - 

 

Base 1 (0.5) - - 

El Top 2 (1.0) 36 (18.5) - 

 

Middle - 15 (7.7) - 

 

Base 5 (2.6) 6 (3.1) - 

Pe Top 12 (6.2) - - 

 

Base 13 (6.7) 14 (7.2) - 

Total   92 (47.2) 90 (46.1) 13 (6.7) 

(-) No fungi obtained. Lakes sediment samples: Ph – Punta Hanequin, Da – Deception A, Db – 

Deception B, Kr – Kroner Lake, Wa – Wanda  A, Wb – Wanda B, El – Elephant, Pe – Penguin. 
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Table S2. Diversity indices of fungal assemblages present in sediments of lakes at Antarctic 

Peninsula. 

 

Lakes 

Diversity indices Ph Da Db Kr Wa Wb El Pe 

Number of taxa 8 6 0 3 10 5 13 15 

Number of isolates 33 20 0 9 20 10 64 39 

Total fungal density (CFU g
-1

) 16240 37920 0 920 980 920 50904 7080 

Fisher-α (diversity)  0.81 0.61 0 0.60 0.81 0.63 0.79 0.82 

Margalef's (richness) 0.72 0.47 0 0.29 1.16 0.59 1.11 1.58 

Simpson's (dominance) 0.78 0.54 0 0.39 1.37 0.70 1.22 1.81 

a
Sediment temperature (15 cm of depth) in the data of core collection. Lakes sediment 

samples: Ph – Punta Hanequin, Da – Deception A, Db – Deception B, Kr – Kroner Lake, Wa 

– Wanda A, Wb – Wanda B, El – Elephant, Pe – Penguin. 
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Figure S1. Taxonomic rank and classes of fungi represented across lakes sediment samples of Antarctic Peninsula. Lakes sediment samples: Ph – Punta 

Hanequin, Da – Deception A, Db – Deception B, Kr – Kroner Lake, Wa – Wanda A, Wb – Wanda B, El – Elephant, Pe – Penguin. 
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Figure S2. Exclusive and shared OTUs among lake sediment assemblages in Antarctic Peninsula. (A) 

Number of OTUs shared among two or more lakes and number of exclusive OTUs for each lake. (B) 

OTUs shared between lakes. Lakes sediment samples: Ph – Punta Hanequin, Da – Deception A, Db – 

Deception B, Kr – Kroner Lake, Wa – Wanda A, Wb – Wanda B, El – Elephant, Pe – Penguin. 
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Table 3. Biological activities of the extracts obtained from fungal species from sediment of lakes at Antarctic Peninsula. 

Taxa UFMGCB
a
 

Biological activities 

Herbicidal
c
 Antifungic

b
 Antiparasitic

d
 

A. schoenoprasum L. sativa C. sphaerospermum T. cruzi P. falciparum L. amazonensis 

Antarctomyces psychrotrophicus 13000 0 ± 0 3 ± 0 30.7 ± 5 0.09 ± 12 4.1 ± 1 29.5 ± 1 

A. psychrotrophicus 13930 1.5 ± 0.5 4 ± 0 0 ± 0 5.6 ± 6 0 ± 0 57.3 ± 2 

Cladosporium sp. 1 13007 1.5 ± 0.5 0 ± 0 97.7 ± 15 4.55 ± 4 0 ± 0 49.4 ± 2 

Cladosporium sp.2 13001 1.5 ± 0.5 4.5 ± 0.5 56.6 ± 10 0 ± 0 0 ± 0 30.2 ± 2 

Glaciozyma antarctica 131 0 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 9.14 ± 21 7.3 ± 1 32.2 ± 1 

G. antarctica 155 1.5 ± 0.5 3.5 ± 0.5 0 ± 0 6.13 ± 14 12.1 ± 0 33.9 ± 1 

Goffeauzyma gastrica 75 0 ± 0 3 ± 1 0 ± 0 13.2 ± 13 0 ± 0 29.6 ± 1 

G. gastrica 79 0 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 28.3 ± 28 4.6 ± 2 28.2 ± 1 

G. gastrica 113 0 ± 0 4.5 ± 0.5 0 ± 0 11.7 ± 14 10.5 ± 2 27.7 ± 4 

G. gastrica 115 0 ± 0 4 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 12.9 ± 1 31.7 ± 2 

Goffeauzyma gilvescens 84 0 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 27.3 ± 1 

G. gilvescens 91 0 ± 0 4 ± 0 0 ± 0 23 ± 25 16.5 ± 1 28 ± 1 

Helotiales sp. 1 13946 3 ± 0.5 3.5 ± 0.5 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 29.8 ± 1 

Holtermanniella wattica 109 3 ± 0.5 0 ± 0 0 ± 0 2.09 ± 2 0 ± 0 31.6 ± 1 

H. wattica 126 3 ± 0.5 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 1.3 ± 1 31.7 ± 0 

Thielavia antarctica 13006 3 ± 0.5 0 ± 0 0 ± 0 5.9 ± 1 0 ± 0 43 ± 2 

Pezizomycotina sp. 13963 2 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 52.3 ± 45 0 ± 0 61.7 ± 3 

Mortierella antarctica 13009 2 ± 1 0 ± 0 75.5 ± 19 0 ± 0 0 ± 0 41 ± 1 

M. antarctica 13004 0 ± 0 1.5 ± 0.5 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 29.1 ± 5 

Mortierella sp. 1 13012 1 ± 0 1 ± 0 77 ± 7 7.79 ± 5 0 ± 0 63.2 ± 4 

Mortierella sp. 2 13008 0 ± 0 2 ± 1 93.6 ± 2 1.65 ± 7 0 ± 0 35.5 ± 1 

Mrakia sp. 94 0 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 30 ± 13 7.8 ± 0 28 ± 1 

Myxotrichum cancellatum 13961 3 ± 0.5 2.5 ± 1 0 ± 0 0 ± 0 7.9 ± 0 39.2 ± 0 
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M. cancellatum 13972 0 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 7.5 ± 1 

M. cancellatum 13970 0 ± 0 3 ± 1 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 31 ± 0 

Penicillium jamesonlandense 13025 0 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 28 ± 2 

Phenoliferia sp. 88 1 ± 0 4 ± 1 0 ± 0 0 ± 0 12.2 ± 2 32.5 ± 0 

Phenoliferia sp. 89 0 ± 0 4.5 ± 0.5 0 ± 0 3.53 ± 4 11.6 ± 2 28.5 ± 1 

Phenoliferia sp. 122 0 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 7.2 ± 1 29.9 ± 1 

Phenoliferia sp. 152 0 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 3.35 ± 5 16.5 ± 0 34 ± 3 

Phenoliferia sp. 164 1 ± 0 4.5 ± 0.5 0 ± 0 8.54 ± 9 14 ± 1 23.5 ± 1 

Phenoliferia sp. 168 1 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 3.99 ± 5 0 ± 0 30 ± 2 

Pleosporales sp. 13985 1.5 ± 0.5 3 ± 0 59.6 ± 28 0 ± 0 0 ± 0 30.7 ± 1 

Protomyces inouyei 125 0 ± 0 3 ± 1 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 28.4 ± 2 

Pseudoagymnoascus appendiculatus 13023 0 ± 0 3 ± 1 83.4 ± 21 0 ± 0 0 ± 0 25.2 ± 0 

P. appendiculatus 13954 3 ± 0.5 0 ± 0 72.4 ± 32 0.3 ± 1 7.3 ± 0 26.2 ± 1 

P. appendiculatus 13953 4 ± 1 4 ± 0 73.7 ± 32 0 ± 0 0 ± 0 30.4 ± 1 

Pseudoagymnoascus destructans  13934 1.5 ± 0.5 4 ± 1 71.9 ± 11 47.3 ± 45 0.6 ± 2 55.6 ± 3 

P. destructans 13935 2 ± 0 3 ± 0 54.7 ± 2 6.87 ± 18 0 ± 0 55.1 ± 2 

P. destructans 13974 3 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 27.7 ± 2 

Pseudogymnoascus verrucosus 13938 3 ± 0.5 0 ± 0 55.7 ± 3 7.05 ± 5 0 ± 0 38.6 ± 1 

P. verrucosus 13951 3 ± 0.5 2.5 ± 1 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 9.1 ± 29 

P. verrucosus 13952 1 ± 0 2 ± 0 89.3 ± 42 0 ± 0 0 ± 0 4.6 ± 18 

Pseudeurotium hygrophilum 13950 0 ± 0 4 ± 1 21.6 ± 21 0 ± 0 0 ± 0 21.4 ± 8 

P. hygrophilum 13973 0 ± 0 3.5 ± 0.5 0 ± 0 5.45 ± 0 0 ± 0 35.8 ± 0 

Thelebolus globosus 12994 1 ± 0 1 ± 0 95.2 ± 13 0 ± 0 0 ± 0 23.4 ± 0 

T. globosus 13011 1 ± 0 0 ± 0 86.9 ± 6 11.83 ± 6 0 ± 0 49.6 ± 3 

T. globosus 13020 0 ± 0 1 ± 0 83.2 ± 8 6.85 ± 6 0 ± 0 35.2 ± 1 

T. globosus 13024 1 ± 0 1.5 ± 0.5 73.7 ± 9 0 ± 0 0 ± 0 30.9 ± 2 

T. globosus 13944 0 ± 0 3 ± 0 75.7 ± 1 0 ± 0 0 ± 0 58.1 ± 3 

Trichoderma polysporum 13968 0 ± 0 0 ± 0 96.5 ± 1 0 ± 0 46.8 ± 12 31 ± 1 
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Vishniacozyma victoriae 117 0 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 23.4 ± 2 

V. victoriae 134 0 ± 0 4 ± 1 0 ± 0 0 ± 0 12.8 ± 3 28.8 ± 0 

V. victoriae 169 2 ± 0 3.5 ± 0.5 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 55.5 ± 2 

V. victoriae 170 3 ± 0 1 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 50.8 ± 0 

V. victoriae 81 0 ± 0 4 ± 1 0 ± 0 7.55 ± 19 0 ± 0 28.6 ± 5 

V. victoriae 118 1.5 ± 0.5 3.5 ± 0.5 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 25.7 ± 0 

V. victoriae 80 0 ± 0 3 ± 0 0 ± 0 39.5 ± 44 12.52 ± 1 29.6 ± 2 

V. victoriae 85 1.5 ± 0.5 4 ± 1 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 31.8 ± 2 

Control drugs Glifosate 5 ± 0 4.7 ± 0.5 - - - - 

 

BenZ - - - 89.2 ± 14 - - 

 
Benomyl - - 100 ± 1.9 - - - 

 

Amph B - - - - - 84.5 ± 9 

  Chloroquine - - - - 100 ± 5 - 
a
UFMGCB = Culture of Microorganisms and Cells from the Federal University of Minas Gerais. 

b
Results of effective extract with inhibition of 

≥70% of Cladosporium sphaerospermum. 
c
The qualitative estimate of phytotoxicity was evaluated by using a rating scale of 0-5, where 0 = no 

effect and 5 = no growth or no germination of the seeds. Plant targets: L sativa = Lactuca sativa (lettuce), A. schoenoprasum = Allium 

schoenoprasum (chive). 
d
Results of effective extract with inhibition of ≥40% of Trypanossoma cruzi. 
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Figure S2. Dendrograms showing Sorensen’s (A) and Bray-Curtis’s (B) similarity measures for the fungal assemblages present in lake sediment 

samples. The results were obtained with 95% confidence and bootstrap values calculated from 1000 iterations. Lakes sediment samples: Ph – 

Punta Hennequin, Da – Deception A, Db – Deception B, Kr – Kroner Lake, Wa – Wanda A, Wb – Wanda B, El – Elephant, Pe – Penguin. 
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Figure S3. Species accumulation rarefaction curves based on Mao’s Tau estimator, dotted line 

shows 95% confidence limits. A. Represents the total number of species as a function of the 

number of samples for the fungal assemblages of sediment lakes of Antarctic Peninsula. . B. 

Individual-based rarefaction curves showing the estimated richness for Penguin (Pe), Elephant 5 

(El), Punta Hennequin (Ph) and Deception A (Da) lakes. C. Individual-based rarefaction curves 

showing the estimated richness for Wanda A (Wa), Wanda B (Wb) and Kroner (Kr) lakes. 
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6. DISCUSSÃO INTEGRADA 

Os sedimentos marinhos, de lagos e rios excedem em área e volume todo o solo 

presente na superfície da Terra (FENCHEL, 2012). O sedimento é caracterizado pela presença 

de matéria orgânica e partículas minerais originárias do intemperismo das rochas, precipitados 

químicos da água, poeira sedimentada proveniente da areia do deserto, cinzas vulcânicas e 5 

pequenas partículas atmosféricas ou cósmicas; todos esses materiais são carreados pela 

energia da água, vento ou geleiras e depositados abaixo da camada aquosa em lagos, lagoas, 

rios, alagados e mares (RABINOWITZ & VOGEL, 2009; FENCHEL 2012; WAIT et al., 

2015). Comunidades microbianas são responsáveis pela decomposição e modificação da 

matéria orgânica presentes nestes sedimentos e influenciados pela temperatura e natureza da 10 

matéria orgânica depositada – proveniente das fontes de captação (solo) e fontes bióticas 

(algas e animais); bem como pela presença de determinados tipos de micro-organismos 

decompositores (JONES et al., 1985).  

Micro-organismos decompositores, como os fungos, atuam na denitrificação da 

matéria orgânica altamente resistente ao decaimento microbiano (CLARKE et al., 2017). Em 15 

ambientes polares como os da Antártica, os processos de decomposição da matéria orgânica 

nos sedimentos também são realizados por fungos, os quais já foram relatadas em substratos 

lacustes (OGAKI et al., 2019) e marinhos (ROSA et al., 2019b). Em um dos primeiros 

trabalhos que relata fungos no oceano antártico usando técnicas independentes de cultivo, 

Bass et al. (2007) avaliaram amostras de água da Passagem de Drake em diferentes 20 

profundidades (250-500 m e 200-3000 m) e concluíram que os fungos são relativamente raros 

nestes habitats. Outros trabalhos envolvendo ensaios dependentes de cultivo já foram 

mencionados não somente em águas profundas (GONÇALVES et al., 2017) como em 

sedimentos profundos da Antártica (GONÇALVES et al., 2013; 2015).  

Nas amostras de sedimento marinho avaliadas neste estudo (Capítulo 3), as 25 

comunidades microbianas foram compostas predominantemente por espécies de Penicillium 

com elevada densidade (de 200 a >300 UFC g
-1

) que mostraram ser capazes de sobreviver 

e/ou colonizar esses habitats extremos em questões de temperatura, pressão hidrostática e 

anoxicidade. Penicillium solitum foi obtida na maior profundidade (463 m), aparentemente 

em condições anaeróbicas. Gonçalves et al. (2013) também obtiveram apenas P. solitum de 30 

100 a 1100 m de profundidade no Oceano Antártico. Além de Penicillium, poucos trabalhos 

isolaram espécies fúngicas em sedimento marinho da Antártica como espécies cosmopolitas 

de Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Candida e Rhodothorula (ROSA et al., 2019b). 
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Também já foram relatas nos sedimentos marinhos superficiais leveduras basidiomicéticas das 

ordens Kriegeriales (Glaciozyma sp. e Phenoliferia sp.), Holtermanniales (Holtermanniella 

sp.) e Tremellales (Vishniacozyma victoriae) (VAZ et al., 2011; WENTZEL et al., 2019). 

Neste estudo, além de P. solitum, ao que tudo indica, A. fusidioides, P. allii-sativi, P. 

chrysogenum, P. palitans e P. verrucosus, representam os primeiros relatos em sedimentos 5 

marinhos antárticos. 

Existem limitações ao isolar micro-organismos de ambientes marinhos extremos, 

devido às dificuldades de simulação do substrato, onde se deve considerar a pressão 

hidrostática, salinidade, perfil de nutrientes, temperatura de incubação e nível de oxigênio no 

momento do cultivo (ROSA et al., 2019b). Frente a este desafio, existe uma subestimação na 10 

identificação de fungos antárticos marinhos e acredita-se que menos de 20% das espécies 

presentes no substrato já foram isoladas e cultivadas em cultura pura (BRIDGE, 2007); 

portanto, apesar da utilização de diferentes meios de cultivo para isolamento dos fungos, 

grande parte da comunidade fúngica desse substrato ainda pode ser desconhecida, 

principalmente as espécies fastidiosas de difícil cultivo. 15 

Diferentemente dos ecossistemas marinhos da Antártica, os habitats lênticos de água 

continental da Antártica, como os lagos, sofrem com a alta luminosidade/radiação UV, o 

derretimento de geleiras e da neve recente, os ventos, a atividade vulcânica, o spray 

proveniente do mar e a extensão de gelo marinho (OGAKI et al., 2019). Nos ecossistemas de 

água continental, os fungos também atuam na decomposição, tanto de plantas (degradação da 20 

celulose e lignocelulose) quanto de animais (exoesqueletos, penas, pelos) (WONG et al., 

1998). Essas influências biológicas das áreas de captação juntamente aos fatores abióticos 

podem influenciar na composição da comunidade microbiana de um lago.  

Sessenta e três UTOs foram obtidas dos lagos impactados por atividade antrópica na 

Peninsula Fildes, Ilha Rei George, Antartica (Capítulo 4). Os lagos Norte, Central e Sul da 25 

Península Fildes possuem características fisico-químicas que os diferenciam e que podem ter 

influenciado nos altos índices de diversidade apresentados pela comunidade fúngica em cada 

lago. O lago Norte é o mais distante das estações de pesquisa, situa-se próximo à geleira 

Collins. A presença da geleira gera um gradiente sul-norte de condições periglaciais para 

paraglaciais (MICHEL et al., 2014), e desta forma, no lago há influência direta da água de 30 

derretimento glacial e seus arredores recebem influência das chuvas, atividades de bacia 

hidrográfica, fluxos de derretimentode de neve; e também dos musgos das áreas de captação 

que margeiam o lago. A presença de vegetação afeta as comunidades microbianas, uma vez 

que podem ocorrer associações entre esses organismos, como já descrito por Tosi et al. (2002) 
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e Carvalho et al. (2019). O lago Central se localiza próximo à estação de pesquisa Russa 

Bellingshausen e recebe as águas de derretimento da neve recente e também do fluxo de 

escoamento das geleiras ao longo de seu percurso, tratando-se também de uma região com 

alta influência dos ventos. Já o Lago Sul por se encontrar às margens da ilha, sofre influência 

do spray marinho, da extensão do gelo marinho durante o inverno e também das colônias de 5 

elefantes marinhos próximas. 

As comunidades de fungos nos sedimentos dos três lagos sob atividade antrópica 

apresentaram elevados índices de diversidade e riqueza e dominados por táxons com 

distribuição cosmopolita e endêmica. Os táxons mais frequentes foram as espécies 

cosmopolistas Pseudeurotium hygrophilum (Pseudeurotiaceae) e Pseudogymnoascusus 10 

verrucosus (Myxotrichaceae). A espécie P. hygrophilum (antigo nome de Teberdinia 

hygrophila) (MINNIS & LINDNER, 2013) já foi relatada associada a substratos vegetais em 

áreas alpinas no hemisfério norte (SOGONOV et al., 2005), e também em turfeiras ricas em 

contaminantes como arsênico, sulfato e nitrato no norte da Finlândia (KUJALA et al. 2018). 

Na Antártica, o gênero foi identificado na camada ativa em oásis livres de gelo da Antártica 15 

Continental (KOCHKINA et al., 2014), esponjas (HENRÍQUEZ et al., 2014), solo (ARENZ 

& BLANCHETTE, 2009) e a espécie P. hygrophilum foi idetificada em solo impactado por 

combustíveis da estação Russa de Bellingshausen (Península de Fildes) (KOCHKINA et al. 

2018). No presente trabalho, P. hygrophilum também foi identificada no lago Central próximo 

à estação Russa, mas também nos lagos com menor influência antrópica como o Norte e o 20 

Sul. 

Já o gênero Pseudogymnoascus é bem difundido nas regiões polares e abundante na 

Antártida, ocorrendo em diferentes substratos e ambientes (ROSA et al.,  2019a). Em lagos da 

Antártida, Pseudogymnoascus já foi relatado associado com consórcio microbiano 

(BRUNATTI et al., 2009), em sedimentos (TSUJI et al., 2013; GONÇALVES et al., 2015) e 25 

água de lagos (CONELL et al., 2018). Pseudogymnoascus verrucosus já foi relatada em 

diferentes habitats, como solos (GOMES et al., 2018) e associados a invertebrados marinhos 

(GODINHO et al., 2019). Neste estudo, P. verrucosus esteve presente tanto nos sedimentos 

marinhos da Baía Maxwell quanto nos lagos impactados e não impactados, mostrando-se bem 

difundida no continente. Fungos dominantes são eurotópicos com uma faixa de distribuição 30 

muito ampla (DING et al.,. 2016), isso se confirmou no caso deste trabalho, pois a presença 

desses táxons nas amostras foi independente ao estado de impacto ambiental da região 

amostrada. 
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Nos lagos amostrados sem aparente impacto antrópico (Capítulo 5) nas ilhas Pinguim, 

Elefante, Deception e Rei George foram identificadas 42 UTOs. Entre os táxons presentes nos 

sedimentos de lagos, Thelebolus globosus, Antarctomyces psychrotrophicus, P. verrucosus, V. 

victoriae e Phenoliferia sp. foram os mais prevalentes. A espécie mais frequentemente isolada 

nos lagos não impactados foi T. globosus, seguida de A. psychrotrophicus. 5 

Algumas espécies psicrofílicas de Thelebolus já foram descritas em solos antárticos 

ornitogênicos e no trato digestivo de aves na Antártida (DEL FRATE & CARETTA et al. 

1990; LEOTTA et al. 2002). O gênero Thelobolus já foi relatado em amostras lacustres (de 

HOOG et al., 2005), água de algos (GONÇALVES et al., 2012), sedimento e solo marginal 

(TSUJI et al., 2013). Thelobolus globosus foi descrito em lagos na Antártica continental (de 10 

HOOG et al., 2005; CONELL et al.,  2018), porém esta espécie é amplamente encontrada em 

outros substratos na Antártica (ALIAS et al.,  2013; FURBINO et al., 2014; SANTIAGO et 

al., 2015; ALVES et al., 2019; GODINHO et al., 2019). Já o gênero Antarctomyces inclui 

duas espécies A. psychrotrophicus (STCHIGEL et al., 2001) e a recentemente identificada 

como A. pellizariae (MENEZES et al., 2017). Na Ilha Rei George a espécie A. 15 

psychrotrophicus já foi descrita em amostras de solo (STCHIGEL et al., 2001), em lago 

próximo à geleira Stain House (GONÇALVES et al., 2012), já nos lagos avaliados neste 

estudo esteve presente não somente na Ilha Rei George, como também em amostras de lago 

da Ilha Deception e Pinguim. Ademais, por também se tratar de uma espécie endêmica como 

T. globosus, já foi encontrada em diversos substratos no continente (FURBINO et al.,  2014; 20 

SANTIAGO et al.,  2015; ABNEUF et al., 2016; GODINHO et al., 2019). 

Na Antártica, os continentes e ilhas localizados nas áreas livres de gelo abrigam uma 

fauna de focas, pinguins e aves marinhas e uma variedade de plantas e líquens (HODGSON, 

2012) e sabe-se que os lagos são ultra-oligotróficos, exceto quando eles são enriquecidos por 

excrementos de pássaros e restos de plantas (LAYBOURN-PARRY et al., 1997), provenientes 25 

de áreas marginais. Os táxons encontrados nos lagos não impactados avaliados parecem estar 

associados às fontes extra-aquáticas dos lagos, considerando a presença de espécies de fungos 

associadas a diferentes substratos terrestres da Antártida já mencionados na literatura, como 

aves, musgos, gramíneas, rochas e solo (DEL FRATE & CARETTA et al. 1990; LEOTTA et 

al. 2002; de HOOG et al., 2005; TOSI et al., 2002; SANTIAGO et al., 2015; GOMES et al., 30 

2018; GONÇALVES et al., 2019). 

Além disso, de forma geral nas amostras de sedimentos lacustres da Antártica 

avaliadas, das 105 UTOs identificadas para os 11 lagos amostrados, os gêneros Bipolaris, 

Epicoccum, Chrysosporium, Myxotrichum, Neobulgaria, Patinella, Pholiota, Polypaecilum, 
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Protomyces, Sarocladium e Thielavia foram relatados pela primeira vez. Além disso, 34 

UTOs podem se tratar de espécies novas. 

Para os ensaios biológicos foram avaliados 486 extratos produzidos a partir do 

metabolismo dos fungos quanto à atividade herbicida, nematicida, antifúngica, antiparasitária 

e antiviral. Os extratos dos fungos marinhos apresentaram amplo espectro de atividades em 5 

relação aqueles presentes nos sedimentos lacustres. Espécies de Penicillium são amplamente 

conhecidas devido ao seu metabolismo ativo capaz de produzir substâncias bioativas, como as 

penicilinas (ZIEMONS et al., 2017). Entre as espécies reconhecidas produtoras de penicilina 

foram detectadas P. allii-sativi e P. chrysogenum nos sedimentos profundos marinhos. Entre 

os isolados de maior profundidade (1463 m), P. solitum UFMGCB 13029 se mostrou 10 

interessante por sua alta atividade herbicida, nematicida e moderada atividade contra L. 

amazonensis. Outros isolados de Penicillium exibiram grande atividade biológica contra alvos 

clínicos como P. falciparum e T. cruzi. 

Pesticidas abrangem herbicidas, inseticidas e fungicidas que são aplicados em plantas 

e animais considerados ameaças à produtividade de alimentos ou à saúde humana 15 

(MARQUES, 2019). O Brasil é um dos maiores usuário de produtos químicos na agricultura, 

sendo os agrotóxicos mais empregados o glifosato (herbicida), apontado por pesquisadores 

como nocivo à saúde e, o acefato (inseticida); tais substâncias apresentam nocividade, 

constatada ou potencial, para a saúde humana e para o meio ambiente (MARQUES, 2019). 

Por isso, a busca por alternativas naturais aos químicos é de grande importância, a fim de 20 

reduzir os impactos ambientais e também à saúde humana. 

Todos os extratos de fungos marinhos apresentaram atividade nematicida e 96.8% dos 

isolados apresentaram atividade herbicida contra A. schoenoprasum e/ou L. sativa, a maioria 

exibiu elevada atividade (inibição da germinação de 4-5 sementes). Dois isolados de 

Penicillium apresentaram atividade antifúngica contra o fitopatógeno C. sphaerospermum, os 25 

mesmos isolados também foram ativos contra ambos os alvos do ensaio herbicida. No geral, 

os extratos apresentaram potencial satisfatório nos ensaios contra os alvos de interesse na 

agricultura e novas investigações devem ser realizadas para a aplicabilidade desses fungos, 

e/ou das substâncias produzidas pelos mesmos, como pesticidas menos nocivos.  

Quantos aos extratos produzidos a partir de fungos de sedimento lacustre, 20,4% 30 

apresentaram atividade herbicida contra pelo menos um dos alvos. Contra T. cruzi, 

destacaram-se os extratos de P. hygrophilum UFMGCB 12800 e 12801, P. destructans 

UFMGCB 13934 e Pezizomycotina sp. UFMGCB 13963. Entre eles P. desctructans também 

apresentou alta atividade herbicida e antifúngica. Resultados similares são mencionados por 
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Gomes et al. (2018), cujos extratos de P. destructans obtidos a partir de solos da Antártica 

produziram compostos com atividades herbicidas moderadas e com forte atividade 

tripanocida.  

O extrato do isolado Trichoderma polysporum UFMGCB 13968 apresentou baixa 

atividade antiplasmodial e atividade antifúngica contra o fitopatógeno C. sphaerospermum. 5 

Trichoderma spp. são amplamente estudadas como agentes de controle biológico e 

comercializados como biopesticidas, biofertilizantes, promotores de crescimento e 

estimulantes de crescimento em plantas (WOO et al., 2014). Além de Trichoderma, outros 

táxons como Cladosporium sp., Mortierella sp. e Thelebolus globosus também apresentaram 

elevadas atividades antifúngica (>90% de inibição). 10 
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7. CONCLUSÕES 

Os ambientes aquáticos abrangem uma gama de habitats de água continentais e 

marinhas que abrigam comunidades microbianas distintas. Os sedimentos marinhos 

representam um ambiente/microhabitat inexplorado com condições extremas de temperatura, 

disponibilidade de oxigênio e alta pressão hidrostática.  Neste estudo, as comunidades de 5 

fungos associadas às amostras de sedimento marinho da Antártica mostraram-se abundantes 

em espécies de Penicillium, já conhecidas por sua expressiva produção de compostos 

bioativos. Todos os fungos marinhos obtidos (31 isolados, distribuídos em 6 UTOs) 

mostraram atividade antifúngica, antiplasmodial, tripanossomicida e/ou herbicida. Além 

disso, a caracterização química dos extratos mais ativos indicou a presença de moléculas 10 

aromáticas, as quais podem ser responsáveis pelas atividades biológicas apresentadas. 

Os ambientes lacustres antárticos são interessantes e sensíveis para o estudo de 

taxonomia e ecologia de comunidades microbianas extremófilas. Lagos como os da Península 

Fildes (Ilha Rei George) vêm sofrendo nos últimos anos com efeitos da atividade antrópica, 

devido ao impacto ambiental causado pela presença de estações de pesquisa e do turismo na 15 

região. Neste estudo, os fungos obtidos de sedimento lacustre da Península Fildes (260 

isolados, 63 UTOs) mostraram alta diversidade e riqueza de comunidades fúngicas, as quais 

variaram de composição em cada lago amostrado. O Lago Central próximo à estação de 

pesquisa de Bellingshausen apresentou altas concentrações de metais traço e pesados, e baixos 

índices de riqueza e diversidade, ao contrário do Lago Norte, distante das estações de 20 

pesquisa, em que o perfil foi oposto. Sugere-se, então, que o aumento das atividades 

antrópicas na região afetaram a diversidade e a composição microbiana dos lagos. Além disso, 

extratos produzidos pelos fungos de sedimento lacustre foram capazes de produzir compostos 

antifúngicos, tripanocidas e herbicidas; com destaque para o táxon Pseudeurotium 

hygrophilum, um dos mais frequentemente isolados e que também apresentou atividade contra 25 

todos os alvos biológicos testados. 

Já nos lagos sem influência antrópica, os táxons isolados incluíram espécies endêmicas 

e psicrófilas, como Thelebolus globosus e Antarctomyces psychrotrophicus, e também 

espécies cosmopolitas, associadas a fontes extra-aquáticas próximas a lagos (um total de 195 

isolados e 42 UTOs), considerando que os táxons encontrados já têm sido relatados em 30 

diferentes ambientes terrestres da Antártica que constituem as fontes de captação para os 

lagos.  
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Entre as 111 UTOs obtidas no geral das amostras de sedimento lacustres e marinhas, 

um total de 34 unidades taxonômicas podem se tratar de espécies novas, as quais precisam de 

maior elucidação taxonômica para a confirmação dessa hipótese. No entanto, ao que tudo 

indica, os lagos, onde foram obtidas todas as possíveis espécies novas, representam ambientes 

que podem ser considerados hotspot de diversidade de comunidades fúngicas. Além disso, 5 

considerando a atividade biológica apresentada por uma parte considerável dos fungos 

avaliados (26.4%) em ambos os habitats, fungos bioprospectados em ambientes extremos 

como os sedimentos, onde há acúmulo de matéria orgânica, baixa oxigenação, diferenças de 

osmolaridade e pressão hidrostática, representam um maquinário metabólico a ser explorado 

biotecnologicamente, devido às características que permitiram sua resistência e sobrevivência 10 

às intempéries impostas pelas condições abióticas da Antártica. Esses metabólitos bioativos, 

uma vez investigados podem servir de protótipos para novos fármacos e herbicidas-pesticidas 

menos tóxicos para a agricultura. 

 

15 
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