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RESUMO

DE SOUZA, H. G. Registro de ocorréncia e descricdo de novas espécies
de Penicillium do cerrado baiano

O cerrado é reconhecido como a savana mais rica do mundo em termos de
biodiversidade, abrigando diversas espécies endémicas e ameagadas de extingao.
Apesar de sua importancia biologica, o cerrado tem sido foco de poucos estudos
de diversidade microbiana. Portanto, este estudo teve como objetivo estudar a
diversidade de Penicillium presentes no solo do Cerrado baiano. Amostras de solos
de cinco municipios do oeste baiano (Cocos, Correntina, lgapord, Livramento e
Licinio de Almeida) foram coletadas. Para o isolamento dos fungos foi utilizado meio
seletivo contendo celulose como Unica fonte de nutriente, foi adotada a Técnica das
Diluicbes Seriadas, até a diluicdo 103. Foi realizada a extracdo de DNA,
amplificacdo e sequenciamento dos fragmentos das regides génicas B-tubulina
(benA) e calmodulina (CaM) e da segunda maior subunidade da RNA polimera Il
(RPB2) dos isolados. Em seguida foi feito o alinhamento mdltiplo e edicdo das
sequéncias nucleotidicas. As arvores filogenéticas de cada gene foram geradas no
programa MEGA 5.2. Para a caracterizacdo morfologica os isolados foram
inoculados nos meios de cultura CYA (5, 25, 30, 35 e 37 ° C), DG18, CREA, MEADI,
CYAS, CZ e OA a 25 ° C durante 7 dias. Para microscopia, os isolados foram
crescidos em meio MEADbI por microcultivo, apés 7-10 dias de crescimento as
laminas foram montadas utilizando &cido lactico, e as estruturas microscopicas
foram caracterizadas e medidas. De acordo com os resultados das analises
filogenéticas, os caracteres morfologicos dos isolados foram comparados com 0s
das espécies filogeneticamente préximas. Com base nos resultados da taxonomia
polifasica, foram identificadas cinco novas espécies distribuidas nas sec¢fes Citrina,
Lanata-Divaricata e Sclerotiorum, e um registro de ocorréncia de Penicillium shearii

para o cerrado baiano.

Palavras-chave: Citrina; diversidade; Lanata-Divaricata; Sclerotiora; solo



ABSTRACT

DE SOUZA, H. G. Occurrence record and description of new species of
Penicillium from the cerrado of Bahia.

The cerrado is recognized as the richest savanna in the world in terms of
biodiversity, home to several endemic and endangered species. Despite its
biological importance, the cerrado has been the focus of few studies on microbial
diversity. Therefore, this study aimed to study the diversity of Penicillium present in
the Cerrado soil of Bahia. Soil samples from five municipalities in western Bahia
(Cocos, Correntina, lgapord, Livramento and Licinio de Almeida) were collected. For
the isolation of the fungi, a selective medium of cellulose was used as the only
source of nutrient, the Serial Dilutions Technique was adopted, until the 10-3
dilution. DNA extraction, amplification and sequencing of fragments of the B-tubulin
(benA) and calmodulin (CaM) gene regions and of the second largest subunit of
RNA polymer Il (RPBZ2) of the isolates were performed. Then, the multiple alignment
and editing of the nucleotide sequences was carried out. The phylogenetic trees of
each gene and concatenated were generated in the MEGA 5.2 program. For
morphological characterization the isolates were inoculated in CYA (5, 25, 30, 35
and 37 °C), DG18, CREA, MEADbI, CYAS, CZ and OA culture media at 25 °C for 7
days. For microscopy, the isolates were grown in MEAbl medium by microculture,
after 7-10 days of growth the slides were mounted using lactic acid, and the
microscopic structures were characterized and measured. According to the results
of the phylogenetic analyses, the morphological characters of the isolates were
compared with those of the phylogenetically close species. Based on the results of
the polyphasic taxonomy, five new species distributed in the Citrina, Lanata-
Divaricata and Sclerotiorum sections were identified, as well as a record of the

occurrence of Penicillium shearii for the Bahia cerrado.

Keywords: Citrina, diversity, Lanata-Divaricata; Sclerotiorum, soil
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INTRODUCAO GERAL

O cerrado é o segundo maior bioma do Brasil ocupando 23% de toda area do
territério nacional. O bioma abriga um rico patriménio de recursos naturais
adaptados as diferentes condicdes climaticas (MARRIS, 2005; STRASSURB et al.,
2017). O cerrado é considerado um hotspot que abriga grande biodiversidade de
espécies endémicas que estdo ameacadas de extingdo devido ao avanco
indiscriminado das atividades antropicas da agropecuaria (FRANCOSO et al., 2015;
STRASSBURG et al., 2017). Apesar da relévancia ambiental e socioecoémica do
bioma, o acesso a sua biodiversidade € pouco conhecido, principalmente a
micobiota do solo (PROCOPIO & BARRETO, 2021)

As comunidades fangicas possuem um importante papel na manutencéo e
equilibrio ecolégico. Participam principalmente na dinamica da reciclagem da
matéria organica e nutrientes, e afetam tanto a produtividade da cadeia alimentar
como a qualidade do solo. (FRAC et al., 2018). Os géneros Rhizopus, Trichoderma,
Aspergillus e Penicillium sdo os representantes de fungos filamentosos que
comumente predominam em solos do Cerrado (GARCIA et al., 2015).

O género Penicillium €& ubiquo em muitos ambientes e apresenta
versatididade de crescimento em diferentes condi¢cdes de temperatura, pH,
salinidade e dessecacdo (YADAV et al., 2018). Abriga espécies de relevancia
ambiental e econbmica, alguns sdo patdégenos oportunistas de plantas e animais,
causam deterioracao de alimentos e produzem uma gama de potentes micotoxinas
(VISAGIE et al., 2014c). Apresentam também importancia biotecnoldgica, pois
sintetizam substancias anticancerigenas, antimicrobianas e biorremediadoras da
poluicdo (JOUDA et al., 2016; CHAN et al., 2016; ZHANG et al., 2019). Outras
espécies produzem enzimas de interesse industrial ou podem atuar no biocontrole
de fitopatdgenos (BORATYNKI et al., 2018; BOUGHALLEB-M’HAMDI; SALEM;
M’HAMDI, 2018).

A descricdo de novas espécies fungicas do género Penicillium permite
conhecer a biodiversidade de uma determinada area, além de compreender a
histdria evolutiva e as relacdes filogenéticas desse grupo de organismos (VISAGIE
et al., 2014c). Do ponto de vista econdmico a busca por novas espécies possibilita
0 uso de caracteristicas importantes para setores da industria, saude e

14
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agronegocio (DESHMUKH; PRAKASH; RANJAN, 2018). A real diversidade fungica
do Cerrado ainda é pouco conhecida devido a caréncia de estudos nessa regiao
(MAIA et al.,, 2015). Assim, este estudo contribui para o conhecimento da
diversidade de Penicillium no cerrado apresentando o registro de ocorréncia e a

descricdo de novas espécies desse género encontradas no Cerrado baiano.

REVISAO DE LITERATURA

1. O bioma cerrado

Um bioma pode ser definido como uma unidade biolégica ou espaco geografico
com predominancia de caracteristicas geomorfoldgicas, climaticas e fitogeogréficas
uniformes (COUTINHO, 2006). O Brasil exibe diferentes zonas climaticas devido a sua
extensdo de 8,5 milhdes de Km?, que abrange os Trépicos de Capricérnio e do Equador.
As diferencas climaticas acarretam em grandes variacdes ecoldgicas resultando na
formacdo de biomas distintos, como Amazoénia (abrange 49% do territorio), Cerrado
(23,9%), Mata Atlantica (13%), Caatinga (9,9%), Pampas (2%) e Pantanal (1,7%)
(RATTER, BRIDGEWATER, RIBEIRO, 2003).

As savanas brasileiras ou Cerrado constituem o segundo maior dominio
morfofloristico do territério, ocupando uma area de 2.036.448 km?, encontra-se localizado
no Planalto Central do Brasil, delimitado pela floresta amazdnica a noroeste e pela Mata
Atlantica ao sudeste (RATTER; BRIDGEWATER; RIBEIRO, 2003). O ecossistema incide
nos estados da Bahia, Maranhéo, Piaui, Tocantins, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Parana, e Sao Paulo (Figura 1). Neste espaco territorial encontra-se
um imenso reservatorio aquifero ocupado pelas trés nascentes das maiores bacias
hidrogréaficas da América do Sul (Amazénica/Tocantins, Sdo Francisco e Prata) (RATTER
et al., 1997). O bioma é responsavel pela producédo de 40% da agua no Brasil. Possui um
clima tropical com duas estacdes distintas, a seca, que vai de abril a setembro, com
temperaturas médias em torno de 27 °C, e a chuvosa, de outubro a margo, com
temperatura média de 22 °C e com precipitacdo média anual de 1.500 mm (YAMADA,
2005). O ecossistema abriga muitas espécies endémicas e ameacadas de extin¢ao, por
isso, € considerado um dos 34 hotspots mundiais para conservacdo da biodiversidade
(MAYERS et al., 2000).



16

As mudancas na fitofisionomia do bioma estdo vinculadas a variacbes na
profundidade do solo, presenca de concrecdes no perfil, contraste nos regimes hidricos
e profundidade do lencol freatico (EITEN, 1972; FURLEY; RATTER & GIFFORD,1988).
As fisionomias da vegetacao sdo alteradas por regimes hidricos e padrdes de drenagem
em niveis de pequenas bacias hidrograficas onde as caracteristicas topograficas

desempenham um papel importante (RUGGIERO et al., 2006).

Figura 1. Mapa de distribuicdo do bioma Cerrado em territorio brasileiro e taxas de

desmatamento da vegetacdo em quildémetros quadrados (INPE 2020; PROCOPIO &
BARRETO, 2021).

A vegetacdo do Cerrado e sua densidade nao € determinada pelo nivel de
pluviosidade, como é observado nas savanas africanas, mas sim de fatores edaficos
como fertilidade, concentracdo de aluminio, grau de saturagdo do solo e alteracbes
causadas pelo fogo e corte (LOPES & COX, 1977; AMORIM & BATALHA, 2006)

Os solos do Cerrado sao intemperizados, acidos, geralmente pobre em nutrientes
e com elevado teor de argila e aluminio. Na maioria dos casos, a falta de elementos como
Nitrogénio (N), Potassio (K), P (Fosforo), Calcio (Ca), Magnésio (Mg) e Enxofre (S) é
atribuida ao baixo nivel de matéria organica dos materiais originais e as perdas intensas



17

com o intemperismo profundo (BUSTAMANTE et al., 2012). Latossolos cobrem cerca de
50% da regido, o restante constitui principalmente de entisolos, inceptisolos e ultisolos.
Solos arenosos cobrem 15% da area (BUOL, 2009). O pH do solo do cerrado sensu stricto
e das fisionomias abertas associadas é sempre acido (em média 5). O pH do solo afeta
a disponibilidade de nutrientes e na toxicidade de elementos para algumas plantas,
independentemente de suas concentracdes totais na matriz mineral do solo (RATTER,
BRIDGEWATER, RIBEIRO, 2003). A toxidade do aluminio, por exemplo, ocorre apenas
em solos com pH abaixo de 5, em que AI** e (AIOH)?* entram em solucédo (LOPES, 1996).

O cerrado é a savana que apresenta maior riqueza em diversidade botanica do
mundo e abriga varias espécies de plantas, insetos, peixes, anfibios, aves e répteis
endémicos (KLINK; MACHADO, 2005). E reconhecido como a savana mais rica do
mundo em termos de biodiversidade, sendo lar de 12.000 espécies de plantas nativas
(SANO; DE ALMEIDA; RIBEIRO, 2008). Exibe uma ampla diversidade de habitats, que
determinam uma notavel alternancia de espécies entre o0s estratos vegetais. Cerca de
199 espécies de mamiferos foram registradas (MARINHO-FILHO; RODRIGUES;
JUAREZ, 2002). Metade das espécies de aves registradas no pais estdo concentradas
no cerrado, cerca de 837 espécies habitam o dominio (SILVA, 1997). Os nimeros de
peixes (1200 espécies), répteis (184 espécies) e anfibios (209 espécies) também sado
elevados (COLLI; BASTOS; ARAUJO, 2002; VALDUJO et al., 2012). O nimero de peixes
endémicos ndo é conhecido, porém os valores séo bastante altos para anfibios e répteis:
28% e 17%, respectivamente (VALDUJO et al., 2012). Estimativas apontam que o
Cerrado é um importante ecossistema que serve de refagio para 13% das borboletas,
35% das abelhas e 23% dos cupins dos tropicos (PIRES et al., 2014; MARTINS et al.,
2017). Alem disso, o bioma serve de corredor ecolégico para muitas espécies que
habitam a mata atlantica e a floresta amazoénica (KLINK & MACHADO, 2005).

O cerrado é o segundo bioma brasileiro que mais sofreu alteracbes com a
ocupacao humana, ficando apenas atras da Mata Atlantica. Com o aumento do consumo
de grdos e carnes para exportacdo, novas areas sao constantemente ocupadas e
desmatadas (Figura 1), levando ao esgotamento progressivo dos recursos naturais da
regido (DE CASTRO et al.,, 2008). A expansdo da chamada fronteira agricola tem
convertido os ecossistemas em grandes areas de monocultura de soja, milho, algodéo,
café e eucalipto (KLINK & MACHADO, 2005; MYERS, 2000). Entre 2004 a 2017 cerca de
3 milhdes de hectares de florestas foram convertidas ao cultivo de monocultura de soja
para atender a demanda nacional e internacional (DE CASTRO et al., 2008). Além disso,
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a procura por carvao vegetal oriundo de arvores nativas para atender a industria
siderurgica também coloca o cerrado em risco (BOZZINI, 2003).

Apesar de sua grande relevancia biolégica, dentre todos os hotspots mundiais, o
Cerrado possui 0 menor porcentual de areas sob prote¢cdo ambiental integral, contendo
8,21% de seu territorio legalmente protegido por unidades de conservacdo (FRANCOSO
et al., 2015). As interferéncias humanas no bioma trazem ameacas a biodiversidade dos
ecossistemas e resultam em poluicdo, fragmentacéo e degradacao de habitats, invasao
de espécies exdticas, aumento de ocorréncia de doencas, modificacBes climéticas e
extincdo de espécies (FRANCOSO et al., 2015; CASTRO et al., 2008; COLLI; VIEIRA;
DIANESE, 2020). Nas ultimas décadas, a expansdo da fronteira agricola € o principal
fator responsavel pela perda da biodiversidade, modificacdo da fitofisionomia e
contaminacgéao de solos do Cerrado (KLINK & MACHADO, 2005).

O uso inadequado do solo do Cerrado devido a intensa atividade agricola resulta
na alteracdo de suas caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas. O impacto gerado leva
a degradacao do bioma e afeta consideravelmente as comunidades de microrganismos
(BUSTAMANTE et al.,, 2012). Os fungos, por exemplo, sdo fundamentais para a
conservacdo e funcionamento dos ecossistemas do solo, pois degradam a matéria
organica e reciclam os nutrientes, além de realizarem associa¢cfes simbidticas
mutualistas com as raizes de plantas ou com outros organismos. Os efeitos sobre a
degradacéo da micobiota sdo devastadores e podem afetar a fitofisionomia do ambiente
e toda a cadeia alimentar (NEWSHAM; FITTER; WATKINSON, 1995).

Ecossistemas tropicais apresentam a maior biodiversidade de solo em todo o
mundo. Distintas comunidades fungicas sdo encontradas ao longo dos diferentes
gradientes de vegetacdo do cerrado (DE ARAUJO et al.,, 2017). A diversidade e
distribuicdo de espécies fungicas sdo afetadas pelo gradiente da vegetacdo devido a
diversificacéo fitofisiondmica ao longo dos estratos do bioma, além de fatores abioticos
relativos a regido (PROCOPIO & BARRETO, 2021). Os filos Ascomycota e Basidiomycota
apresentam a maior abundéancia dentro das comunidades fungicas do Cerrado,
representando 45% e 32% respectivamente (DE ARAUJO et al., 2017). A alta abundancia
de membros de Ascomycota € registrada em diferentes ambientes, ocupando solos de
pastagem, agricolas e areas nativas do bioma (DE CASTRO et al., 2008). As espécies
do filo Ascomycota € abundante em uma ampla variedade de solos por todo globo,
atuando na degradacdo de polimeros oriundos de vegetais como a celulose e
hemicelulose (SHARY; RALPH; HAMMEL, 2007). J4 espécies do filo Basidiomycota
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atuam na decomposicdo de compostos complexos e possui relativa abundancia em
fisionomias que apresentam solos ricos em matéria organica (DE CASTRO et al., 2016).

A vegetacéo interfere no microclima do solo, isolando o solo e reduzindo a variagéo
da temperatura, afetando desse modo a taxa de respiracao e o balanco de carbono total
(VALENTINI et al., 2008). Além da diversidade de fungos estar fortemente associada a
cobertura vegetal em algumas areas do cerrado, as estruturas de comunidades
microbianas sdo profundamente afetadas pelo efeito das flutuagdes sazonais no regime
de precipitacdo durante as estacdes chuvosa e seca (DE CASTRO et al.,, 2016).
Alteragbes no pH, temperatura e disponibilidade de nutrientes também séo fatores
preponderantes para a estabilidade da micobiota do cerrado (PROCOPIO & BARRETO,
2021)

Os géneros fungicos com maior frequéncia e incidéncia no bioma sao Penicillium,
Trichoderma, Mucor, Paecilomyces, Aspergillus e Fusarium (GARCIA et al., 2015;
MONTEIRO et al., 2016). Representantes desses géneros sao ditas onipresentes, pois
podem se adaptar as variacdes de temperatura, mas sua abundancia de propagacao e
dependente das condi¢des ideais de temperatura e umidade (GARCIA et al., 2015). As
espécies de Penicillium e Trichoderma toleram uma ampla faixa de temperatura, por isso,
sdo frequentemente encontradas em grande abundéncia em todos os gradientes
florestais do bioma, independentemente da estacdo seca ou chuvosa (GARCIA et al.,
2015).

Varios estudos encontraram niveis reduzidos de biomassa microbiana, diversidade
e estrutura de comunidades alteradas devido a diferentes perturbacdes causadas
principalmente pelo uso de pesticidas, mineracdo, poluicdo por metais pesados e
compactacao dos solos em areas agricultaveis (ENGELEN et al., 1998; SMIT et al., 1999;
JOHNSEN et al. 2001; DE CASTRO et al., 2008). Solos nao perturbados apresentam
maior nimero de espécies fangicas quando comparados com regiées modificadas por
atividades antrépicas. O numero de unidades taxondmicas para areas usadas na
monocultura de soja e pastagem foi reduzido em até 50% em relacéo a solos de unidades
conservacao (DE CASTRO et al., 2008). A perda de riqueza fungica em areas ocupadas
pode representar o completo desaparecimento de linhagens fungicas. Enquanto o solo e
a fauna sado foco de estudos e esforcos para conservacédo, a comunidade microbiana €
frequentemente negligenciada (PROCOPIO & BARRETO 2021). A caracterizagéo
taxonbmica e a descricdo de novas espécies sdo fundamentais para uma melhor

compreensdo e manejo do bioma, bem como proteger espécies fungicas que estao



20

ameacadas de extin¢gdo (DE CASTRO et al., 2008; MONTEIRO et al., 2016; PROCOPIO
& BARRETO, 2021).

2. O género Penicillium
2.1. Historico

O género Penicillium foi introduzido por Heinrich Link em 1809 para acomodar
fungos assexuados que possuiam conidiéforos semelhantes a um ‘penicillus’
(pincel) (LINK, 1809). Link alocou trés espécies ao género: P. candidum, P. glaucum
e 0 tipo genérico P. expansum. Embora tenha sido descrito originalmente como
anamorfo, Brefeld (1874) publicou detalhadamente a producdo de ascésporos
durante a fase sexual de P. glaucum. Ludwig em 1892, entdo propdés o nome
Eupenicillium para acomodar as espécies de Penicillium produtoras de ascésporos.
Em 1901, Dierckx criou o primeiro sistema de classificacdo subgenérico para o
género Penicillium, subdividindo-o em Aspergilloides, Biverticillium e Eupenicillium.

Apesar da descricdo de muitos estagios sexuais para as espécies de
Penicilium, havia controversia se nomes genéricos devem ser usados
separadamente para incluir espécies produtoras de ascosporos. Thom (1954) e
Raper (1957) afirmam que criar novos géneros para acomodar morfotipos sexuais
de Penicillium ocasionaria desordem nomenclatural desnecessaria, principalmente
para isolados que se encontram no inicio da fase sexual e posteriormente perde a
capacidade de produzir ascosporos sob manutencédo em laboratério. Além disso, o
uso de nomes sexuais dificulta a comunicacéo entre cientistas e profissionais do
setor industrial que identificam e manejam rotineiramente as espécies de
Penicillium (THOM, 1954).

O género Penicillium obteve destaque ap6s estudos comprovarem a
associacdo de espécies que geram impactos positivos e negativos a economia.
Wehmer (1895) descreveu P. italicum (mofo azul), espécie fitopatogénica que
causa podridao em frutas, graos e vegetais (KANASHIRO et al., 2020). Thom em
1906 constatou em seu estudo a conexdo de espécies de Penicillium em queijos.
O género se tornou notoriamente conhecido apos Alexander Fleming (1928)
descobrir a penicilina, uma nova classe de farmacos — os antibiéticos — que
reduziram drasticamente o numero de mortes causadas por infecgfes (GAYNES,
2017).



A medida que o numero de espécies de Penicillium aumentava, subgrupos
foram sugeridos para acomodar espécies intimamente relacionadas. Biourge
(1923) subdividiu Penicillium em duas sec0es, seis subsecdes e quatro séries, além
de redescrever 125 espécies do género com desenhos detalhados e placas
coloridas em sua monografia. Ao longo dos anos, mais de 1000 nomes foram
acrescentados ao género, muitos com descricdes incompletas. Atualmente a
maioria desses nomes sédo invalidados ou considerados sindnimos pelos critérios
de classificagdo moderna (VISAGIE et al., 2014c). Thom et al (1930) realizaram
uma extensiva classificagdo do género propondo o conceito de classificacdo de
grupo e separando Paecilomyces, Gliocladium e Scopulariopsis de Penicillum.
Além disso, Thom nédo aderiu ao sistema de classificacdo subgenérica de Dierckx
e Biourge. Sugeriu a divisdo do género em 4 subgéneros, 12 secdes e 18 séries,
baseado nas caracteristicas da colénia e no paddo de ramificacdo dos
conidiéforos.Thom revisou todas as espécies descritas até 1930 e aceitou 300 em
sua monografia.

Raper & Thom (1949) publicaram o “Manual of the Penicillia” para identificacdo
de espécies do género. Os critérios usados foram caracteristicas
macromorfologicas, microscopicas e fisiolégica como textura, pigmentacdo e taxa
de crescimento das colbnias em diferentes meios de cultura padronizados, além do
padrédo de ramificacdo dos conidiéforos. Com base nessa metodologia, os autores
validaram 137 espécies de Penicillium.

Em 1955, Benjamin criou o novo género Talaromyces inserindo apenas as
espécies de Penicillium que apresentam ascomas moles com paredes compostos
de hifas entrelacadas e com crescimento indeterminado. Apds quase duas
decadas, Stolk & Samson (1972), criaram o0 género Hamigera para as espécies de
Talaromyces caracterizadas por asci que se desenvolvem isoladamente a partir de
baculos. O género Talaromyces foi redefinido e restringindo a espécies que
produzem ascos em cadeias curtas.

O sistema de classificacdo infragenérica passou por vigorosas mudancas,
visto que, diferentes autores deram enfoque a diferentes caracteres morfoldgicos
ao criar os subgrupos de Penicillium. Pitt (1979) desconsiderou o caracter textura
da colénia como critério de similaridade para espécies evolutivamente relacionadas
e prop6s uma nova classificacdo baseada na morfologia e no padrao de ramificacéo

dos conidi6foros, além de incluir caracteres secundarios como morfologia das
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fidlides, taxa de crescimento e caracteristicas da col6nia. Apds revisdo, Pitt (1979)
subdividiu o género em quatro subgéneros (Penicillum, Biverticillum, Furcatum e
Aspergilloides), 12 sec¢des, 18 séries e aceitou 150 espécies. Trés anos depois,
Ramirez (1982) validou 252 espécies, incluindo espécies de Eupenicillium,
teleomorfo de Penicillium.

Historicamente, a classificacéo e identificacdo de espécies de Penicillium foi
avaliada por meio de uma abordagem fenotipica, baseando-se apenas em
caracteristicas macroscopicas e microscopicas (VISAGIE et al., 2014c). Entretanto,
as caracteristicas morfolégicas para algumas espécies séo indistinguiveis e nem
sempre sao reproduzidas em condic¢des artificiais (KATOCH & KAPOOR, 2015).
Apoés o uso de técnicas de biologia molecular que permitiram a amplificacdo e
sequenciamento de regides do DNA, o conceito de espécie fungica migrou de
fenético para filogenético (XU, 2016). A partir de entdo, diversas mudancas
ocorreram na classificacdo e identificacdo de Penillium.

Houbraken & Samson (2011) segregaram a familia Trichocomacea com base
em filogenia multigénica em trés familias distintas (Aspergilaceae,
Thermoascaceae e Trichocomaceae), sendo Penicillium realocado na familia
Aspergilaceae. O estudo também indicou que as espécies que pertencem ao
subgénero Biverticilium formam um clado monofilético com as espécies
teleomorfas do género Talaromyces. Seguindo o0 conceito baseado nha
nomenclatura “um fungo-um nome” introduzido pelo International Nomenclature
Code (ICN) para Algas, Fungos e Plantas, em 2013, todas as espécies do
subgenero Biverticillum foram transferidas para o género Talaromyces. As espécies
pertencentes aos demais subgéneros formam um clado monofilético com espécies
classificadas em Chromocleista, Eupenicillium, Hemicarpenteles, Thysanophora e
Torulomyces, cujo os nomes foram recombinados como sinbnimo de Penicillium.
Duas linhagens principais e bem sustentadas estdo presentes em Penicillium,
representando os subgéneros Aspergilloides e Penicillium. A filogenia apontou a
formacédo de 25 clados, em que cada clado representa uma secao do género
(Houbraken & Samson, 2011).

A adocéao do conceito de espécie consolidada em propriedades morfologicas
pode resultar em identinficacbes e classificacdes imprecisas (VISAGIE et al.,
2014c; LUCKING et al., 2020). Fungos com conidi6foros tipicos em forma de pincel

ndo sdo mais necessariamente espécies de Penicillium. Com base na filogenia
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multigénica, as espécies Aspergillus paradoxus, A. crystallinus e A. malodoratus
sdo intimamente relacionadas ao género Penicillium, apesar da semelhanca com
os conidiéforos de Aspergillus. Similarmente, véarias espécies de Penicillium foram
transferidas para outros géneros, mesmo apresentando conidiéforos com o formato
tipico de pincel (VISAGIE et al., 2014b)

A abordagem polifasica consiste em uma importante ferramenta que visa
integrar diferentes informac6es na descricdo de uma espécie. Assim, dados
morfolégicos, fisiolégicos, moleculares e filogenéticos sdo indispensaveis para
delimitar uma espécie (SAMSON et al., 2014). Recentemente com a revisao da
Ordem Eurotiales, o género Penicillium foi divido em 32 sec¢des (Alfrediorum,
Aspergilloides, Brevicompacta, Canescentia, Charlesia, Chysogena,
Cinnamopururea, Citrina, Crypta, Digitata, Eladia, Eremophila, Exilicaulis,
Fasciculata, Formosana, Fracta, Griseola, Inusitata, Lanata-divaricata,
Lasseniorum, Ochrsalmonea, Penicillum, Paradoxa, Ramigera, Ramosa,
Roquefortorum, Sclerotiora, Stolkia, Thrysanophora, Torulomyces, Turbatae) e 89
series de acordo com abordagem polifasica (HOUBRAKEN et al., 2020).

Atualmente, o género abriga 483 espécies aceitas.

2.2. Importancia ambiental e biotecnologica

Penicillium € um género fungico bem conhecido que desempenha varios
papéis em ecossistemas naturais, agricultura e em processos biotecnolégicos
(VISAGIE et al.,, 2014a). A baixa exigéncia nutricional e a elevada diversidade
metabolica conferem as espécies do género a capacidade de colonizar uma gama
de ambientes distintos (PITT, 1991). Ocorrem em uma diversa variedade de
habitats, do solo a vegetacao, no ar, agua, associados a plantas e animais e em
materiais em decomposicdo (VISAGIE et al., 2014a; VISAGIE et al., 2014b;
VISAGIE et al., 2014c; BARBOSA et al., 2018; CHOI et al., 2021;). Penicillium é
também encontrado em diferentes ambientes extremos (temperatura, salinidade,
acidos, alcalinos e habitats com deficiéncia de agua) (YADAV et al., 2018; CHOI et
al., 2021; RODRIGUEZ-ANDRADE; STCHIGEL & CANO-LIRA., 2021). Os
representantes do género participam ativamente dos ciclos biogeoquimicos
atuando na manutencéo e equilibrio ecolégico (PITTI & HOCKING, 2009; FRISVAD
& SAMSON, 2004). Espécies de Penicillium apresentam elevada atividade

saprofitica em ambientes terrestres, sao fundamentais na ciclagem de elementos
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essenciais, mineralizacdo, acumulo de substancias toxicas e desintoxicacdo do
habitat (YADAV et al., 2018).

As espécies participam da dindmica de reciclagem da matéria organica
promovendo a entrada de ions no sistema bidtico, afetando tanto a produtividade
da cadeia alimentar como a qualidade do solo (JOUTEY et al., 2013). A degradacéo
da matéria organica € realizada por enzimas extracelulares, secretadas no
substrato, que degradam polimeros complexos de cadeias longas como celulose,
hemiceluloses, lignina, pectinas, quitinas, além de outros compostos como
acucares soluveis em agua, aminoacidos, acidos alifaticos, éter e alcool, gorduras
soluveis, ceras, resinas, queratinas e pigmentos (AZZAZ et al., 2012; ACHARYA;
CHAUDHARY, 2012; RAVEENDRAN et al., 2018). A decomposicdo da matéria
organica é condicionada por fatores fisico-quimicos do subsolo e também da
natureza da matéria organica (QIAO et al., 2016).

Na natureza, muitas espécies de Penicilium sdo capazes de solubilizar
fosfato, produzir sideréforos, cianeto de hidrogénio, amonia, e fitohorménios como
o acido indol &cetico e giberelinas que auxiliam a modular o crescimento e
desenvolvimento de plantas (WHITELAW; HARDEN; BENDER, 1997; KHAN et al.,
2015; YADAV et al., 2018).

Espécies de Penicillium apresentam importancia industrial, ecologica e
biotecnolégica. As espécies de Penicillium produzem uma grande variedade de
metabdlitos secundarios que podem ser usados como hovos compostos bioativos
e antibidticos (FRISVAD et al., 2004; ASHRAF et al., 2015). Além disso, algumas
espécies sintetizam substancias anticancer, antimicrobianas e biorremediadoras de
metais pesados ou metaldides em solos contaminados (JOUDA et al. 2016; CHAN
et al. 2016; ZHANG et al. 2019). Espécies de Penicillium também podem ser
patégenos oportunistas em plantas e animais, causando deterioracao de alimentos
e produzindo uma variedade de micotoxinas potentes, como ocratoxina A e patulina
(PERRONE & SUSCA, 2017). Enzimas extracelulares, como celulases, amilases e
proteases sao utilizadas em etapas na industria téxtil, alimenticia e também em
produtos sanitarios (WANG et al., 2013; MEENA et al., 2018)

O efeito antibacteriano da penicilina foi descoberto por Alexander Fleming em
1929, apoOs observar que um mofo esverdeado formou um halo de inibicdo de
crescimento sob culturas bacterianas de Staphylococcus. A substancia

antimicrobiana recebeu o nome de penicilina, pois o fungo contaminante foi
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identificado como Penicillium notatum (GAYNES, 2017). A penicilina age sob as
cadeias de peptidoglicano recém-sintetizadas das bactérias, levando a perda de
rigidez da parede celular e lise osmética (HERNANDEZ-ROCAMORA et al., 2021).
A penicilina é largamente utilizada no tratamento de infec¢des bacterianas de
Streptococcus, Meningococcus e Corynebacterium diphtheriae (CHAIN et al., 1940;
DOMINGO et al.,, 2019). A penicilina possibilitou a descoberta de outras
biomoléculas com atividade antibacteriana, além de estimular pesquisas acerca da
fisiologia dos fungos e o desenvolvimento de cepas geneticamente modificadas
para producédo de antibidticos (ASHRAF et al., 2015). Os fungos filamentosos séo
responsaveis por 22% dos quase 12.000 antibidticos que eram conhecidos até
1955. Houve 415.000 moléculas baseadas na penicilina que foram feitas por
semissintese ou por sintese total (DEMAIN & MARTENS, 2017). Por volta da
década de 1990, 160 antibioticos estavam disponiveis no mercado (BROWN,
1996). O mercado financeiro em 2000 faturou 35 bilhdes de délares com a producédo
de penicilina e seus derivados (DEMAIN & MARTENS, 2017).

Os policeteideos compreendem uma classe de compostos bioativos com
atividade anticancer, que sédo naturalmente produzidos por isolados de Penicillium
(JOUDA et al., 2016). A compactina € um metabdlito policeteideo derivado do
metabolismo de P. solitum, P. hirsutum e P. citrinum que inibe seletivamente a
proliferacdo de células cancerigenas de leucemia miel6ide aguda (FRISVAD;
FILTENBORG, 1989; LARSEN et al., 2007; BLADT et al., 2013). Muitos isolados de
Penicillium ainda nado identificados em nivel de espécie produzem metabélitos como
penicinolina e fumagilina que inibem células cancerigenas do pulméo, e
fudecadione A que combate o cancer de mama e figado (INGBER et al., 1990;
WANG et al., 2012; BLADT et al., 2013). As espécies P. marinum, P. expansum, P.
buchwaldii e P. rivulorum produzem comunesinas, um alcaldide natural policiclico
gue apresenta elevada atividade antitumorral em pacientes com leucemia (GE et
al., 2008; SHAO et al., 2010)

A biorremediacdo baseada no uso de espécies de Penicilium é uma
tecnologia promissora para o tratamento de solos e cursos d’agua contaminados
por metais pesados e hidrocarbonetos (ZAFAR; NADEEM; HANIF, 2007). A
capacidade da maioria dos fungos de produzir enzimas extracelulares que
degradam uma diversidade de materiais sem hidrélise prévia torna possivel a
degradacdo de uma ampla gama de poluentes (LEITAO, 2009). A imobilizacéo in
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situ de metais pesados por remediacdo microbiana € mais ecolégica e
economicamente eficiente do que os métodos quimicos convencionais (XU et al.,
2015). Penicillium chrysogenum consegue tolerar altas concentracdes de cadmio e
mobilizar esse metal pesado em solos contaminados (XU et al., 2015). Penicillium
spp. produzem enzimas peroxidases que quebram ligacdes carbono-hidrogénio
gue mantém os hidrocarbonetos unidos, desse modo, sdo empregados como
biorremediadores de areas contaminadas por petréleo (LEITAO, 2009; ZEHRA et
al., 2018)

Espécies de Penicillium s&do responsaveis pela destruicdo quando atuam
como agentes patogénicos pré e poés-colheita, acelerando o apodrecimento dos
alimentos e consequentemente acarretando em prejuizos a industria de alimentos
e ao setor agricola (BAZIOLI et al., 2019). O bolor verde, causado por Penicillium
digitatum, é a principal fonte de decomposicdo pos-colheita de frutas citricas em
todo o mundo (COSTA et al., 2019). Ja P. allii, P. hirsutum e P. viridicatum, séo as
espécies patogénicas responsaveis pelas perdas na colheita de alho devido a
podriddo do bolor azul (VALDEZ et al., 2009) Penicillium expansum é uma espécie
prevalente em podriddes pds-colheita de magas e geram perdas estimadas entre
50-250 milhdes de dolares a cada ano (LUCIANO-ROSARIO; KELLER; JURICK,
2020). Embora seja um grande problema econdmico em macas, este patdgeno de
planta pode ocasionar a deterioracdo de péras, morangos, tomates, milho e arroz
(LUCIANO-ROSARIO, KELLER; JURICK, 2020; FELIZIANI & ROMANAZZI, 2016).
A espécie também produz o metabdlito carcinogénico patulina, uma neurotoxina
prejudicial quando presente no suco de maca e outros produtos derivados da fruta
(SYDENHAM et al., 1995).

Penicillium roqueforti € um fungo saprofitico cosmopolita que é comumente
usado na confeccédo de queijo Roquefort e de outras variedades de queijo azul
(SAMSON; ECKARDT; ORTH, 1977). P. roqueforti possui baixa demanda de
oxiénio e cresce vigorosamente em temperaturas baixas (4 °C), além de produzir
enzimas proteoliticas e lipoliticas que atuam no amadurecimento do queijo
(VALLONE; GIARDINI; SONCINI, 2014). A inoculacao do leite com culturas puras
de P. roqueforti € essencial para a obtencédo dos sabores e aromas caracteristicos
desse queijo, devido a forte atividade lipolitica dos bolores e a producéo de acidos
graxos de cadeia curta (acido acético, butirico, caprilico e capréico) (CARON et al,
2021). Os acidos graxos sao oxidados e convertidos em metilcetona, que melhora
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0 sabor do queijo (CARON et al, 2021). Para queijos do tipo Coulommier e
Camembert, o mofo branco, P. camemberti, € usado para dar um feltro branco na
superficie do queijo. O bolor é adicionado ao queijo como uma suspensao de
esporos na cuba ou pulverizado no final da fabricagéo do queijo (BAUQUIS et al.,
2002; ROPARS et al., 2020).

Espécies de Penicillium produzem compostos com propriedades tensoativas
utilizados na industria farmacéutica e cosmética (NITSCHKE & SILVA, 2018).
Esses compostos sdo conhecidos como biossurfactantes, apresentam natureza
anfipatica devido aos grupos funcionais hidrofilicos e lipofilicos presentes na
molécula (GAUTAM et al., 2014). Por apresentarem essa flexibilidade molecular,
os biossurfactantes sao utilizadas em inimeras aplicacdes (NITSCHKE & SILVA,
2018). As propriedades dos biossurfactantes sdo semelhantes as dos surfactantes
sintéticos; possuem aplicag6es industriais em relacéo a detergéncia, emulsificagéo,
lubrificacéo, capacidade de formacéo de espuma, solubilidade e fases de dispersdo
(GUSAKOV; SINITSYN, 2012; NITSCHKE & SILVA, 2018; NIKOLOVA;
GUTIERREZ, 2021). Penicillium spp. isolados de solos da Mata Atlantica
produziram biossurfactante capaz de emulsinar o tolueno, hidrocarboneto
aromatico que € amplamente empregado como matéria-prima industrial e solvente
(CELESTINO et al., 2014). Biossurfactantes encontrados em espécies de
Penicillium apresentam algumas vantagens em relagdo aos surfactantes sintéticos,
sdo biodegradaveis, atoxicos e apresentam maior efichAcia em condi¢cdes fisico-
guimicas extremas (temperatura, pH e salinidade) (GAUTAM et al.,, 2014;
CELESTINO et al., 2014).

Penicilium & um taxon relevante para bioprospeccédo de cepas ou novas
espécies que produzem muitas substancias de valor econémico, incluindo enzimas
de interesse industrial, metabdlitos com atividade farmacoldgica, e pigmentos
naturais (DEMAIN & MARTENS, 2017). O género apresenta elevado potencial para
bioprospeccéao de recursos genéticos e bioquimicos comercialmente valiosos para
a economia e conservacao. O acesso a biodiversidade do género permite conhecer

novos reservatorios de recursos e caracteristicas individuais ainda inexploradas.

2.3. Taxonomia

A Taxonomia € o ramo da biologia que tem como objetivo classificar, agrupar
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e descrever 0s seres vivos. A taxonomia faz parte da pratica cientifica conhecida
como sistematica, que envolve as relacbes evolutivas entre os diferentes
organismos. Possui um importante papel para a descricdo da biodiversidade
fungica, pois permite conhecer o processo evolutivo das espécies que habitaram a
Terra no passado bem como as atuais espécies viventes (KATOCH & KAPOOR,
2015; RAJA et al., 2017).

Os fungos sd@o organismos eucaritticos, heterotréficos, unicelulares ou
pluricelulares pertencentes ao Reino Fungi. Abrange uma enorme diversidade de
taxons com ecologia, morfologia e estratégias de ciclo de vida variadas (KATOCH
& KAPOOR, 2015). Sao divididos em 18 filos, 23 subfilos, 74 classes, 215 ordens,
731 familias e 5377 géneros (TEDERSOO et al., 2018). No entanto, pouco se sabe
sobre a verdadeira biodiversidade do Reino Fungi, que foi estimado em cerca de
1,5 a 5,1 milhdes de espécies e apenas 100,000 foram devidamente classificadas
(JONES, 2013; RAJA et al., 2017).

Dentre os 5377 géneros fungicos, o género Penicillium foi e continua sendo
constantemente classificado por taxonomistas. A taxonomia classica do género
Penicillium € baseada na observacéo de caracteres fenéticos das espécies (PITT,
1979). A morfologia possui um importante papel na caracterizagdo de novas
espécies de Penicillium. A morfologia € a arquitetura fisica na qual um organismo
opera e se adapta ao seu ambiente, contudo, algumas caracteristicas podem
modificar ou sofrer interferéncia por sinais externos do ambiente (VISAGIE et al.,
2014c). As colbnias de Penicillium em sua maioria sdo formadas por micélio
produzido em abundancia e variam em tonalidades como verde, verde amarelado,
laranja, verde azulado, oliva, verde-acinzentado, ou com menor frequéncia
apresentam tons: incolor, branco, marrom, salmon, avermelhado, amarelo
arroxeado, além de outros tons. O reverso das colénias pode ser incolor, ou
geralmente amarelo, verde, marrom, vermelho e laranja (FRISVAD & SAMSON,
2004). As colbdnias apresentam variacdo quanto a forna e geometria, sua aparéncia
pode ser plana, concava, convexa, crateriforme, elevada no centro, conter sulcos
radias, concéntricos ou irregulares (FRISVAD & SAMSON, 2004; VISAGIE et al
2014c). Algumas espécies de Penicillium produzem pigmentos soluveis e difusiveis
em meios de cultura alterando a coloracdo do meio em torno da col6nia. Algumas
colonias ainda apresentam pequenas ou amplas gotas de exudato de diversas
cores (RAPER & THOM, 1949; FRISVAD & SAMSON, 2004).
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A caracterizacao morfofisiolégica das espécies de Penicillium € avaliada em
diferentes meios de cultura e condi¢cdes de incubacdo que sdo estritamente
padronizados para comparac¢ao a posteriori com a espécie filogeneticamente mais
proxima (VISAGIE et al., 2014). As colbnias sdo incubadas a 25 °C, entretanto o
crescimento em temperaturas adicionais que variam de 5 a 37 °C permitem avaliar
espécies que crescem apenas nessas faixas de temperatura ou que apresentam
plasticidade fisioldgica (RAPER & THOM, 1949; VISAGIE et al., 2014c). As
espécies de Penicillium se desenvolvem consumindo uma grande diversidade de
glicidios, alcoois e acidos como Unica fonte de carbono. A trealose e o manitol, séo
substancias frequentemente armazenados nas suas hifas e esporos (RAPER &
THOM, 1949). Embora a taxa de crescimento de muitas espécies de Penicillium
seja acelerada com o acrécimo de peptona, as espécies do género também
crescem na presenca de nitrato como Uunica fonte de nitrogénio. Além dos
elementos carbono e nitrogénio, outras fontes inorganicas também sao
eventualmente mobilizadas. A maioria das espécies de género ndo necessitam de
vitaminas complexas para promoc¢ao de seu crescimento (RAPER & THOM, 1949)

Meios de cultura especificos fornecem condicdes necessarias para o
desenvolvimento de caracteres distintos, que por muitos anos foram utilizados
como critério na separacao de espécies (VISAGIE et al., 2014c). Dois meios de
cultura sédo considerados padfes para o0 reconhecimento de espécies de
Penicillium, o 4gar de autolisado de levedura de Czapek (CYA) e o 4gar extrato de
malte (MEA), ambos fornecem valiosas informagdes sobre a taxa de crescimento,
grau de esporulacao, coloracdo e textura das colénias (PITT, 1991). A coloracdo
bem como a textura da coldnia sé@o caracteres passiveis a mudancas ao decorrer
do tempo, assim, a padronizacdo dos métodos de avaliagdo dos caracteres
morfolégicos deve ser seguida com rigor (FRISVAD & SAMSON, 2004). Meios
adicionais ou secundarios sdo frequentemente usados pois fornecem maior
variedade de caracteres para identificacdo (VISAGIE et al., 2014c). Os meios de
cultura agar de Czapeck (CZ) e o agar de Blakeslee MEA (MEADI) foram utilizados
em muitas descri¢cdes de fungos por Raper & Thom (1949) e tradicionalmente ainda
sdo utilizados na comparacédo de espécies. O agar creatina-sacarose (CREA) € um
meio de cultura de coloracéo roxa, que se torna amarelo ao redor das colonias apos
a producdo de acidos por algumas espécies, por ser uma caracteristica fisiolégica
€ fundamental na separacdo de espécies proximas (SAMSON et al., 2014). Os
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meios de cultivo CYA com NaCl a 5% (CYAS) e agar dicloran 18% de glicerol (DG-
18) estimulam o crescimento de espécies que apresentam baixa atividade de agua
(FRISVAD & SAMSON, 2004; VISAGIE et al., 2014c). J4 os meios de cultura agar
de sacarose e extrato de levedura (YES) e CYA sdo necessérios para a produgéo
de metabdlitos secundarios, denominados extrélitos (SAMSON et al., 2014). Em
meio YES, as cores do reverso das colbnias sédo particulamente bem pronunciadas
(VISAGIE et al., 2014c). O agar Czapek (CZ) € um meio quimicamente definido e
pobre em nutrientes que favore o rapido crecimento micelial de algumas espécies
gue nao requerem compostos organicos complexos (RAPER & THOM, 1949) . O
meio de cultura agar de aveia (OA) estimula a rapida producdo de estruturas
sexuadas como o cleistotécio em muitas espécies de Penicillium (VISAGIE et al.,
2014).

Microscopicamente, as espécies do género possuem hifas septadas,
anastomosadas e sem pigmento nas paredes (PITT, 1991). Os conidiéforos surgem
perpendicular ao substrato a partir de ramificacbes do micélio. A estrutura do
conidioforo € composta por uma estipe que varia de estreita a larga, as paredes da
estipe podem ser classificadas em lisa, espessa ou rugosa, levemente ou
fortemente enrugada (PITT, 1991; FRISVAD & SAMSON, 2004). No apice do estipe
surgem as células conidiogénicas, denominadas fialides. As fialides podem surgir
diretamente na estipe ou em células estéreis de suporte denominadas métulas e
ramos. Algumas espécies apresentam o ramulo, uma ramificacdo adicional
localizada entre a métula e o ramo. (ONIONS; BRADY, 1987; PITT, 1991) (Figura
2).
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Figura 2. Nome dos componentes do conidiéforo de Penicillium.
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As fidlides sdo as células responséaveis pela producédo de conidios. Em
Penicillium os conidios sdo formados em cadeia de forma basipeta, ou seja, o
conidio mais velho ocupa o topo da cadeia a medida que 0s mais novos encontra-
se ligados as fidlides na base (RAPER; THOM, 1949). A forma das fidlides se
assemelha a uma ampola ou garrafa que se estreita no apice, esse estreitamento
€ denominado “collula”. Em P. digitatum, P. ulaiense e P. italicum, a forma cilindrica
€ mais pronunciada e as fidlides sdo mais alongadas. Em P. griseofulvum e P.
dipodomyicola as fidlides séo tipicamente curtas (FRISVAD & SAMSON, 2004)

Os conidios séo estruturas assexuadas unicelulares com um Unico nucleo,
hialinos e pequenos. As formas variam de globosa, subglobosa, elipsdide, e
cilindrica. De acordo com a espécie, a parede pode ser lisa, rugosa, fortemente
rugosa ou espiculada. Algumas espécies de Penicillium produzem esclerdcio, uma
estrutura multicelular de resisténcia formada por um emaranhado de hifas, que
permanece latente por longos periodos até as condicdes do meio tornarem-se
favoraveis ao seu desenvolvimento (FRISVAD & SAMSON, 2004).

O padrao de ramificagdo dos conifiéforos foi por muito tempo um importante
caracter para classificacdo subgenérica de Penicillium (PITT, 1979). Essas
estruturas podem apresentar padrées simples ou complexos, com uma variedade
de estagios de ramificagcdes simétricos ou assimétricos. Para classificacdo, 0s
ramos dos conifi6foros devem ser contados de cima para baixo, levando em
consideracdo o tipo de conidioforo predominante (ONIONS; BRADY, 1987). De
acordo com os padrdes de ramificacdo, os conidioforos séo classificados em:
fidlides solitarias, monoverticilados, biverticilados, divaricados, terverticilados e
quaterverticilados (Figura 3) (PITT, 1979). As fialides solitarias sdo conidiéforos que
surgem diretamente da hifa vegetativa ou de uma curta métula (Figura 3A)
(VISAGIE et al., 2014). De acordo com PITT (1979), os conidioforos
monoverticilados possuem apenas um verticilo terminal de fialides em seu apice
(Figura 3B), e em alguns casos, a célula terminal do conidi6foro se expande em
forma de vesicula. Os conidiéforos biverticilados apresentam dois verticilos no
apice, um conjunto de duas ou mais métulas entre o final da estirpe e as fialides
(Figura 3C). As métulas de um mesmo conidiéforo podem apresentar comprimento
distinto e forma variada (vesiculada a clavada). Os conidiéforos divaricados

também sao conhecidos como irregulares e apresentam um padréo de ramificacéo
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simples a complexo, com métulas e ramos subterminais de tamanho divergente em
relacdo ao eixo do conidioforo (Figura 3D). Os conidioforos terverticilados possuem
outro nivel de ramificagdo entre a estipe e as metulas denominado ramo (Figura
3E). Enquanto os conidiéforos quaterverticilados sdo produzidos por poucas
espécies e apresentam dois niveis de ramificacdo entre o apice da estirpe, métulas
e fidlides (Figura 3F) (PITT, 1979).

A textura das coldnias é determinada pela disposicao dos conidioforos sob o
meio de cultura. Segundo Raper & Thom (1949), as texturas podem variar de
flocosa, velutinosa, fasciculada e sinematosa. Coldnias com textura flocosa
possuem uma massa felpuda de hifas ramificadas e entrelacadas com micélio
aéreo flocoso acima do meio de cultura. Na textura velutinosa os conidioforos séo
produzidos individualmente e formam uma camada densa e uniforme que dao as
colénias aspecto aveludado. A textura fasciculada ocorre quando os conidéforos
surgem em um feixe vertical e paralelo, sdo agrupados formando pequenos tufos,
sendo encontrados principalmente na borda das colénias (RAPER & THOM, 1949).
As colbnias com textura sinematosa raramente sdo encontradas em espécies de
Penicillium e s&o caracterizados por possuirem conidiéforos com um talo e uma
cabeca bem definidos, encontrados principalmente nas espécies P. vulpinum, P.
clavigerum, P. coprobium e P. formosanum (FRISVAD; SAMSON, 2004).

Figura 3. Padrdes de ramificacdo de conidiéforos em Penicillium. A. Conidiéforos
com fialides solitarias. B. Monoverticilado. C. Biverticilado. D. Divaricado. E.
Terverticilado. F. Quaterverticilado.

As espécies sexuais e assexuadas em fungos eram tradicionalmente
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nomeadas e identificadas separadamente sob o conceito de nomenclatura dupla.
Com o advento do sequenciamento de DNA e a capacidade de combinar formas
sexuais e assexuadas por meio de dados de sequéncia, essa abordagem néo era
mais necessaria e a nomenclatura dupla foi substituida pelo conceito de "um fungo,
um nome" (TAYLOR, 2011; LUCKING et al., 2020). O uso de dados moleculares
na taxonomia mostrou ser uma poderosa ferramenta na identificacdo de especies
de Penicillium (SKOUBOE et al., 1999; HOUBRAKEN & SAMSON, 2011; SCHOCH
et al., 2012). A partir da década de 1990, o sequenciamento do DNA possibilitou
aos taxonomistas inferir relacdes entre as espécies sem a necessidade de
padronizacdo de métodos de cultivo de crescimento (VISAGIE et al., 2014c). O uso
de sequéncias de DNA para identificar as espécies fungicas é uma ferramenta que
apresenta maior acuracidade, pois permite analisar a mudanca das caracteristicas
genéticas nas popula¢cdes ao longo do tempo a partir da distancia evolutiva entre
duas ou mais sequéncias (XU, 2016). Outra vantagem é o grande numero de
caracteres analisados: enquanto as matrizes de fendtipo podem, na melhor das
hipéteses, conter algumas centenas de caracteres, os dados de sequéncia variam
de vérias centenas (marcador Gnico) a milhares (multilocus) de sitios (LUCKING et
al., 2020). Assim, a identificacdo de espécies baseada em uma sequencia curta de
DNA foi amplamente consolidada entre os taxonomistas.

Aregido ITS é considera como barcode oficial para identificacédo de Penicillium
e de outros géneros fungicos (SCHOCH et al., 2012). A reigdo ITS faz parte do
operon dos RNAs ribossomais, estrutura relacionada com a transcricdo e sintese
protéica, processos conservados em todos os seres vivos. O gene do RNAr 5.8S é
separado dos genes dos RNAr 18S e 28S pelas sequéncias espacadoras internas
1 e 2, respectivamente (Internal Transcribed Sequence - ITS1 e ITS2) (XU, 2016).
Os marcadores moleculares sédo sequéncias de nucleotideos que revelam
polimorfismos entre individuos geneticamente relacionados (LUCKING et al., 2020).
Apesar da regido ITS ter servido como alicerce para resolver muitos dos problemas
da classificagédo e taxonomia de Penicillium, atualmente muitos estudos apontam
gue a regido ndo é variavel o suficiente para distinguir todas as espécies
intimamente relacionadas (SKOUBOE et al., 1999; SEIFERT et al., 2007; SCHOCH
et al., 2012) Porém, o marcador molecular funciona bem para colocar isolados em
um complexo de espécies ou em uma das 32 secdes do género e, as vezes, fornece
identificac&o a nivel de espécie. (HOUBRAKEN et al., 2020; VISAGIE et al., 2014a).
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Devido as limitacfes de resolucéo da regido ITS para distincdo das espécies
dentro de Penicillium, um marcador secundario de identificacdo € recomendado
para identificar isolados a nivel de espécie (VISAGIE et al., 2014). Os marcadores
secundarios que melhor refletem a genealogia do grupo e que apresentam
potencial de discriminar com acuracidade as espécies de Penicillium incluem as
regides dos genes da [-tubulina (BenA), calmodulina (CaM) e da segunda
subunidade maior da RNA polimerase Il (RPB2) (TAYLOR et al., 2000; SAMSON
et al., 2014).

Os genes da B-tubulina codificam as protéinas que constituem o0s
microtubulos, estruturas responsaveis pela formacédo do citoesqueleto celular.
Executam diferentes funcdes nas células eucaridticas como transporte
citoplasmatico, motilidade e divisdo celular (DUMONTET, 1999). As sequéncias de
BenA na maioria dos casos sao faceis de amplificar e possuem resolugéo suficiente
para distinguir espécies proximas (RIVERA et al.,, 2012; VISAGIE et al., 2014b;
HOUBRAKEN et al.,, 2012). Outra vantagem € que o conjunto de dados de
referéncia para o gene é atualizado e representativo para a maioria das espécies,
garantindo maior robustez na estimativa e analise de parentesco entre 0s
organismos (VISAGIE et al., 2014c).

Outras opcdes de marcadores secundarios possiveis incluem CaM e RPB2.
Ambos os genes tém poder discriminatério semelhante ao BenA (VISAGIE et al.,
2014c). Os éxons 2 e 5 do gene da calmodulina sdo altamente conservados e,
portanto, 6timos locais para a ligacdo de primers, enquanto os introns entre os
éxons servem como a principal fonte de variacdo da sequéncia (WANG; ZHUANG,
2007). Como resultado, as sequéncias que contém éxons e introns fornecem
variagdes em diferentes niveis para a delimitacdo de espécies (WANG; ZHUANG,
2007; TSANG et al., 2018). Ja o gene RPB2 tem a vantagem adicional de n&o ter
introns, permitindo alinhamentos robustos e faceis quando usado para filogenias,
mas as vezes é laborioso de amplificar e o banco de dados com sequéncias
disponiveis ainda esta incompleto para muitas espécies (VISAGIE et al., 2014c)

Atualmente, a taxonomia de Penicilium d& énfase a uma abordagem
genealdgica, integrando filogenias de genes unicos ou multi-genes concatenados
que refletem concordancia genealdgica (LUCKING et al., 2020). Com intuito de
integrar diferentes conjuntos de dados para delimitacdo de espécies, a abordagem
polifasica foi proposta como analise padrdo para identificacdo de novas espécies
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(SAMSON et al., 2014). As andlises filogenéticas permitem avaliar com melhor
exatiddo a descontinuidade dos caracteres hereditarios entre as espécies,
enquanto os caracteres fenotipicos sdo postos a posteriori em um contexto
evolutivo, sendo empregados para caracterizacdo das espécies (LUCKING et al.,
2020; HOUBRAKEN et al., 2020).
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Resumo
Penicillium é um género com distribuicdo mundial que ocorre em substratos distintos, incluindo o
ar, agua, alimentos e principalmente o solo. O cerrado compreende uma ecoregido Unica que abriga
um vasto reservatorio de biodiversidade. Portanto este trabalho teve como objetivo registrar a
ocorréncia e identificar novas espécies de Penicillium oriundas de amostras de solos do bioma
cerrado no estado da Bahia. O isolamento dos morfotipos foi realizado em meio de cultivo contendo
como unica fonte de carbono a celulose microcristalina. As anéalise filogenéticas da B-tubulina,
calmodulina e da segunda maior subunidade da RNA polimerase revelaram cinco espécies
filogeneticamente distintas e ndo descritas pertencentes as se¢des Citrina (3), Sclerotiorum (1) e
Lanata-Divaricata (1). Além de posicdo taxonomica Unica, as espécies apresentam diferencas
macroscopicas e microscopicas em relacdo as espécies proximas. A nova espécie da secdo Lanata-
Divaricata ndo produziu microesturas assexuais em diferentes meios de cultura padrdes.
Penicillium shearii é também descrito neste estudo como registro de ocorréncia para o bioma
cerrado. Os resultados apontam a diversidade e o potencial do bioma para bioprospeccédo de novas

especies de diferentes secdes do género Penicillium.

Palavras-chave: Citrina, diversidade, Lanata-Divaricata, Sclerotiorum, solo
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1. Introducéo

O territdrio brasileiro detém mais de 20% do namero total de espécies conhecidas na Terra,
com uma vasta diversidade de animais, plantas e fungos (ALHO, 2010). O pais exibe diferentes
zonas climéticas devido sua extensdo de 8,5 milhdes de Km? que abrange o Trépico de Capricérnio
e do equador. As diferengas climéticas acarretam em grandes variag@es ecologicas resultando na
formacdo de biomas distintos, como Amazonia (abrange 49% do territério), Cerrado (23,9%), Mata
Atlantica (13%), Caatinga (9,9%), Pampas (2%) e Pantanal (1,7%) (RATTER, BRIDGEWATER,
RIBEIRO, 2003).

O bioma Cerrado é considerado a maior regido de savana da América do Sul, ocupando
uma area de 2.036.448 km?, encontra-se localizado no centro do Brasil, delimitado pela floresta
amazonica a noroeste e pela Mata Atlantica ao sudeste (RATTER, BRIDGEWATER, RIBEIRO,
2003). A fitofisionomia do Cerrado é composta por formagfes florestais, savanas, planato de
bosques, galerias, florestas secas e campos (KLINK & MACHADO, 2005). Seus solos sdo
intemperizados, acidos, geralmente pobre em nutrientes e com elevado teor de argila e aluminio
(BUSTAMANTE et al., 2012). Sob essas condic¢des, 0 bioma apresenta um ecossistema impar que
pode abrigar um reservatorio de diversidade fungica que ainda é pouco conhecido.

O bioma abriga muitas espécies endémicas e ameacadas de extin¢do, por isso, € considerado
um dos 34 hotspots mundiais para conservacdo da biodiversidade. Expectativas apontam que 0
Cerrado abriga em torno de 60 a 100 mil espécies de fungos, representando 5 a 7% da micobiota
do globo (GARCIA et al., 2015). Apesar da consideravel biodiversidade encontrada no Brasil, sdo
poucos os esforcos para descrever a diversidade micolégica no bioma, resultando em uma lacuna
de desconhecimento sobre o tema (MONTEIRO et al., 2016). O bioma apresenta uma comunidade
diversificada de espécies de Penicillium, que em grande parte permanece ndo descrita
(MONTEIRO et al., 2016)

O género Penicillium foi primeiramente introduzido por Link em 1809 com a inser¢édo das
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especies P. candidum, P. glaucum, e P. expansum. Desde sua criacdo, mais de 1000 nomes foram
acrescentados ao género, muitos atualmente invalidados pelos critérios modernos de classificacdo
(VISAGIE et al., 2014). O género pertence a familia Aspergilaceae e possui dois subgéneros:
Aspergiloides e Penicillum (HOUBRAKEN et al., 2011). Recentemente com a revisao da Ordem
Eurotiales, o género Penicillium foi divido em 32 se¢des e 89 series com base em abordagem
filogenética, geralmente suportada com dados fenotipicos, fisiologicos e perfil de extrélitos
(HOUBRAKEN et al. 2020). Em 2014, Visagie et al. forneceram uma lista nomenclatural com 354
espécies de Penicillium aceitas, apos seis anos 129 novas espécies de Penicillium foram descritas,
representando aumento de 36 % (Houbraken et al. 2020). Ateé a realizacdo do presente estudo, 14
novas espécies de Penicillium foram descobertas (O’CALLAHAN et al. 2020; CHOI et al. 2021,
LIANG et al., 2021; VISAGIE et al., 2020; RODRIGUEZ-ANDRADE, STCHIGEL & CANO-
LIRA, 2021; RAMOS et al., 2021), totalizando 497 espécies aceitas.

Este estudo teve como objetivo estudar a diversidade taxondmica do género Penicillium em
amostras de solos do cerrado baiano e, assim, contribuir para ampliar o conhecimento sobre a

diversidade fangica deste bioma.



2. Materiais e métodos
2.1. Isolamento

As cepas de Penicillium foram isoladas de amostras de solo do bioma Cerrado.
Amostras de solo foram coletadas no estado da Bahia em cinco municipios: Cocos (S 14°
11' 02" O 44° 32' 02"), Correntina (S 13° 20" 34" O 44° 38' 13"), Igapora (S 13° 46' 22" O
42° 42" 50"), Livramento (S 13° 38' 36" O 41° 50" 32") e Licinio de Almeida (S 14° 40" 58"
0O 42° 30" 27"). Para o isolamento dos fungos, foi adotada a Técnica das Dilui¢bes Seriadas,
até a diluicdo 1073, Aliquotas de 0,5 mL dessa diluicio foram transferidas para placas de Petri
em triplicata contendo meio seletivo de celulose (Breccia et al. 1995) (g/L): NaNOs (1,2),
KH2POs (3,0), K2HPO4 (6,0), MgS04.7H20 (0,2), CaCl.2H20 (0,05), ZnSO4.7H20 (0,001),
MnS0..7H20 (0,01), Extrato de Levedura (3,0), agar (15), Clorafenicol (0,05) e Celulose
como Unica fonte de carbono (10). As placas foram incubadas em BOD a 28 °C, por 10 dias.
Em seguida foi realizada a contagem das Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs) e
observacao de morfotipos de Penicillium. Cada morfotipo distinto foi transferido para duas
placas de Petri contendo Agar Extrato de Malte (20 %) (g/L): Extrato de Malte (6) e Agar
(15) e incubados por 10 dias a 28 °C, depois foram fotografados e armazenados pela técnica

de Castellani (1967).

2.2. Andlise Morfoldgica

A caracterizacdo morfoldgica dos isolados de Penicillium foi realizada seguindo os
métodos padronizados definidos por Visagie et al. (2014). Suspensdes de esporos em solucéo
agar—agua dos isolados foram transferidos para os meios de cultivo autolisado de levedura
Czapek (CYA), malte de Blakeslee extrato de agar (MEADI), agar de extrato de levedura
(YES), agar de Czapek (CZ), agar de extrato de levedura sacarose (YES), , 4gar dicloran
18% glicerol (DG18), CYA suplementado com 5% NaCl (CYAS), agar aveia (OA) e agar

creatina sacarose (CREA). As placas foram incubadas a 25 ° C, no escuro por 7 dias. Placas
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adicionais de CYA foram incubadas a 5 °C, 30 °C, 35 °C e 37 °C por 7 dias no escuro. Apos
crescimento, caracteristicas das col6nias foram avaliadas, como diametro, grau de
esporulacdo, textura e coloracdo do verso e reverso das colbnias, producdo de pigmento
solavel, exsudato e esclerdcio. Os nomes e codigos de cores usados nas descri¢Bes referem-
se ao Methuen Handbook of Color (KORNERUP & WANSCHER 1967). As caracteristicas
microscopicas foram avaliadas pela técnica de microculturas em placas de Petri. As cepas
foram cultivados em meio MEADbI a 25°C entre 7 a 10 dias. O acido latico foi usado como
fluido de montagem para as laminas (VISAGIE et al., 2014). 90 conidiéforos de cada isolado
fora caracterizados usando microscopio composto Zeiss Axio Imager A2, acoplado a uma

camera AxioCam MRc5.

2.3. Extracdo de DNA, PCR e sequénciamento

O DNA foi extraido de culturas cultivadas em meio de agar batata dextrose (BDA) por
7 dias usando o método descrito por Doyle & Doyle (1990) com algumas modificacdes. O
nitrogénio liquido foi usado para quebrar a parede celular do micélio. A biomassa foi
transferida para tubos que continham 1 ml do tampéo de extracdo CTAB (2% CTAB, 1,4 M
Nacl, 100 mM Tris/HCI, 20 mM EDTA, 1% PVP MW 10.000) e incubados por 30 min a 65
°C . Apos o término da incubac&o, os tubos foram centrifugados a 14.0000 rpm e 0 DNA foi
extraido por cloroférmio: alcool isoamilico (CIA-24:1). O sobrenadante foi entdo
precipitado em duas etapas consecutivas utilizando isopropanol e etanol 70%. O sedimento
foi ressuspenso em 49 ul de tampdo TE (1 M Tris/HCI, 0,5 M EDTA) mais 1 pl de
ribonuclease (RNAse 10 mg mL-1) em cada tubo e entdo armazenado a -20 ° C.

A amplificacédo por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada de acordo com
0s métodos descritos por Visagie et al (2014c). As reacdes tiveram um volume final de 25
uL. Primers usados para amplificacdo das regides ITS, BenA, CaM e RPB2, reagdes e as

condicBes dos programas da PCR estdo incluidos nas Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente. Os
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produtos da PCR foram purificados utilizando o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare). O sequenciamento foi realizado pela empresa ACTGene
Anélises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando
0 sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e
polimero POP7 (Applied Biosystems). As sequéncias nucleotidicas foram editadas no
programa Chromas 2.6.2 (Technelysium DNA Sequencing Software).

Tabela 1. Primers utilizados nas amplificagGes da PCR.

Nome do

Locus orimer Sentido Sequéncia do primer (5'-3")
Espacador ITS1 Forward TCC GTA GGT GAACCT GCG G
transcrito interno
(ITS) ITS4 Reverse ~ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
GGT AAC CAA ATC GGT GCT
Btoa Forward
-tubulina (BenA) GCT TTC
p ACC CTC AGT GTAGTG ACCCTT
Bt2b Reverse GGC
CCG AGT ACA AGG ARG CCT
Calmodulin CMDS Forward TC
(CaM) CMD6 Reverse CCG ATR GA_IEBGCE‘;TC ATR ACG
5F Forward GAY GAY MGW GAT CAY TTY
GG
RPB2 7CR CCCATRGCTTGY TTR CCC
Reverse
AT
Tabela 2. Reagdes da PCR.
Reagentes ITS benA CmD RPB2
Tampéo 5X (uL) 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCI2 (25 mM) 2,5 2 2 2
dNTPs (2,5 mM) 2 2 2 2
Taq Polimerase (5 U/uL) 0,2 0,4 0,2 0,2
Primer forward (10 pmol/uL) 0,7 0,75 5
Primer reverse (10 pmol/ulL) 0,7 0,75 5
DNA (pL) 2 2 2

Agua (uL) 11,4 14,6 12,3 14,3
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Tabela 3. Programacéo dos ciclos térmicos da PCR.

Rgg!oes Des_na}tqra(;ao Ciclos  Desnaturagdo Anelamento Alongagéo Ext_ensao
génicas inicial final
ITS.benAe g4 omin 38 93°C,30s 020 C 720c60s (2 10
CaM 30s min
94 °C, 5 min 5 94°C,45s 48°C,45s 72°C,60s
RPB? 5 94°C,45s 50°C,45s 72°C,60s e 7

30 94°C,45s 52°C,45s 72°C,60s min’

2.4. Analises Filogenéticas

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas
no banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando o
programa BLASTN (ALTSCHUL, et al., 1997). Em seguida, as sequéncias nucleotidicas
dos genes selecionados de cepas fungicas ainda ndo identificadas e dos isolados tipo das
espécies mais proximas aos nossos isolados foram recuperados. O alinhamento multiplo das
sequéncias nucleotidicas foi feito no MAFFT (KATOH; ROZEWICKI; YAMADA, 2019).
A edicdo das sequéncias, 0 melhor modelo evolutivo bem como as anélises de méxima
verossimilhanga (MV) foram realizadas no programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013)
com 1000 bootstraps. As arvores filogenéticas de MV foram construidas com as regides ITS,
BenA, CaM e RPB2 separadas e concatenadas. A regido ITS ndo foi incluida durante a
construcdo das arvores devido a baixa resolugdo que o marcador apresenta. As arvores
filogenéticas geradas foram visualizadas e editadas no programa Archaeopterix (HAN;

ZMASEK, 2009).



3. Resultados
3.1. Isolamento e Identificacéo

Dentre os 56 isolados obtidos em solo, foram encontrados 10 perfis genéticos distintos
por meio de BOX-PCR (Anexo 1). A sequéncia de bases de um fragmento do gene benA de
pelo menos um isolado de cada perfil genético obtido foi comparada com sequéncias
homologas depositadas na bases de dados do NCBI. Esta analise indicou que 5 linhagens
ndo puderam ser atribuidas a nenhuma espécie tipo conhecida via BLASTn (Tabela 4), e 4
correspondem a espécies ja descritas. O isolado 24.1 oriundo do solo do ecossistema restinga
foi incluido no sequenciamento e na taxonomia polifasica neste estudo.

Table 4. Resultado do BLASTnN apds sequenciamento da regido génica benA

56

Espécies disponiveis no Identidade Identidade
Isolados P N CFI)SI com benA  Tipo das espécies  com benA
(%) (%) Tipo
AMSO37 P. maximae SFC20151014- 97,64 97.09
24.1 M14 97,86 P. maximae :
. NRRL2060
AM1SO059 P. maximae KMG408 98,57 98,25
AMSO?2 100
AMSO52 P. sumatrense Ccv0179 99,77 n.a n.a
AMSO 44 99,77
AMSO6 91,89
AMSO7 91,65
AMSO10 P. anatolicum CBS 47866 90,93 n.a n.a
AMSO34 92,29
AMOISO67 91,65
AMSO5 P. anatolicum CBS47866 99,76 n.a n.a
P. globosum
AMSO19 P. globosum NN072388 99,76 NNO72354 99,04
AM5S064 P. shearii CVv0499 100 n.a n.a
AMSO56 P. citrinum P. citrinum CBS
(+37) SFC20160805M12 100 139.45 99,75
AMSO1 . P. wotroi CBS
AMSO11 P. wotroi CBS 118171 99,78 126217 99,75

Legenda: Em negrito estdo os isolados que s@o novas espécies; n.a — ndo disponivel.
Os isolados AMSO37, 24.1 e AM1S059 possuem percentual de identidade distinto
em relacdo a espécie mais proxima Penicillium maximae (Tab. 4), por isso, podem

representar uma nova espécie de Penicillium da se¢do Sclerotiorum.



Embora os isolados AMSO2 e AMSO52 possuem 100 % e 99,77 % de identidade com
o isolado de P. sumatrense CVV0179 respectivamente, essa cepa ndo corresponde ao tipo da
espécie. As sequéncias tipo de P. sumatrense para 0 gene BenA ndo estdo disponiveis nos
bancos de dados do NCBI. Porém, o BLASTn com sequéncias do gene calmodulina, o tipo
P. sumatrense CBS 281.36 apresenta 97,8 % de identidade com os isolados AMSO2 e
AMSO52, portanto podem representar uma nova especie de Penicillium da se¢do Citrina.
Os isolados AMSO6, AMSO7, AMS010, AMSO034, AMSO34 e AM9SO67 sdo proximos
da cepa P. anatolicum CBS 47866 e todos apresentam identidade inferiror a 93%, portanto
podem ser uma nova espécie de Penicillium da secéo Citrina. Todos os isolados préximos a
P. anatolicum foram descritos utilizando a taxonomia polifasica com o intuito de contribuir
com 0 maximo de caractéristicas fenotipicas e genéticas da provavel nova espécie.

O isolado AMSOS5 possui 99,75 % de identidade com a cepa P. anatolicum CBS47866,
porém as sequéncias para o0 géne benA do tipo P. anatolicum também n&o estdo disponiveis
no NCBI. As sequéncias do gene calmodulina do tipo da espécie P. anatolicum CBS 479.66
possui 98 % de identidade com o isolado AMSOS5, representando uma provavel nova espécie.

O isolado AMSO19 apresenta 99,76 % de identidade com a cepa P. globosum
NNO073388 e 99,04% com o tipo de P. globosum NN072354. O BLASTNn realizado com a
sequéncia parcial do gene calmodulina do isolado AMSO19 apresentou 97,78% de
identidade com o tipo de P. globosum NNO72354. Portanto, o isolado AMSO19 pode
corresponder a uma nova espécie de Penicillium pertencente a se¢do Lanata-Divaricata.

Os isolado AM5S064 apresenta 100% de identidade com a cepa P. shearii CVV0499.
O BLASTNn com outros genes como RPB2 (99,25%), ITS (99,65%) e CaM (99,81)
apresentaram identidade muito semelhante ao tipo de P. shearri CBS 290.48, sendo descrita
neste estudo como um resgistro de ocorréncia da espécie para o cerrado baiano.

O isolado AMSO56 e outros 37 isolados coletados apresentaram entre 99,75 a 100%
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de identidade com o tipo de P. citrinum CBS 139.45. J& os isolados AMSO1 e AMSO11
possuem 99,75% de identidade com o tipo da espécie P. wotroi CBS 126217. Os isolados
proximos aos tipo das espécies P. citrinum e P. wotroi foram identificados apenas com o
marcador molecular benA, portanto, ndo foram descritos como registros de ocorréncia por
meio de taxonomia polifasica.
3.2. Analise Filogenética

Foram realizadas analises filogenéticas individuais com sequéncias, BenA, CaM e
RPB2 para resolver a posi¢do taxondmica de nossas cepas usando as sequéncias dos isolados
tipo das espécies aceitas de Penicillium nas se¢des Sclerotiorum, Citrina e Lanata-
Divaricata. Foram recuperadas também sequéncias de cepas que no BLASTn apresentaram
identidade proxima aos dos isolados deste estudo. As sequéncias da regido ITS foram
amplificadas para a maioria dos isolados, porém ndo foram incluidas nas analises
filogenéticas tendo em vista a baixa resolucao da regido em distinguir espécies proximas em
Penicillium. As informagdes dos conjunto de dados e 0 modelo de substituicdo mais ideal é
fornecida na Tabela 5. As arvores filogenéticas de cada gene e concatenadas s&o

apresentadas abaixo.

Tabela 5. Conjuntos de dados de cada gene e modelos usados nas analises filogenéticas

N° de Modelode CaM N° de Modelo de RPB2 N°de  Modelo de

(o]
Secdo g:r;ﬁig;) sequéncia substituicd (n°de sequéncia substituicd (n°de sequéncia substituicad
0 sitios) S 0 sitios) s 0
Sc'ern‘;t'or“ 466 46 K2 (G+l) 821 47 TN(G+l) 868 34 TN (G+l)
Citrina 442 106 K2 (G+l) 735 99 K2 (G+l) 847 58 TN (G+I)
Lanata Di- 5,/ 80  K2(GH) 685 78 K2(GH) na n.a n.a
varicata

Legenda: G — Gama; | — Invariaveis; K2 — Kimura 2 parametros; TN — Tamura-Nei; n.a — ndo disponivel.



3.2.1. Secdo Sclerotiorum

Os resultados da andlise filogenética utilizando sequéncias parcias do gene BenA e
CaM indicam que os isolados AMS037, 24.1 e AM1SO59 pertecem a uma nova espécie de
Penicillium da secdo Sclerotiorum. Os isolados formaram um clado distinto e
filogeneticamente relacionado com o tipo da espécie Penicillium maximae NRRL2060
(Figura 1 e Figura 2). Ambas as arvores apresentam concordancia filogenética para os
isolados. Além disso, nas duas arvores, os isolados AMSO37 e 24.1 sdo intimamente mais

relacionados entre si que em relagdo ao isolado AM1SO59 (Figuras 1 e 2).

v | JXAIE45G.1 P, daeseonium CNU 100087T
07 116836484 1 Penicitbum sp. CNU 100148
e JNE25907 1 P guanacasiense DAOM 2389927
p | JNBBBIT2.1 P. witcols DAOM 239935
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Figura 1. Arvore filogenética de maxima verossimilhanga da se¢do Sclerotiorum de Penicillium inferida a
partir das sequéncias do gene BenA. A escala representa o nimero de substitui¢cBes por sitio. Nomes em negrito
indicam isolados que representam a nova espécie. P. levitum™ e P. griseolum™ foram utilizados como grupo
externo. Os tipo das espécie sdo designados com a letra T ao final da identificagdo. Arvore gerada com n° de

replicacBes de 100 bootstraps.
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Figura 2. Arvore filogenética de maxima verossimilhanga da segdo Sclerotiorum de Penicillium inferida a
partir das sequéncias do gene CaM. A escala representa o nimero de substitui¢des por sitio. Nomes em negrito
indicam isolados que representam a nova espécie. P. levitum™ e P. griseolum foi utilizado como grupo externo.
Os tipo das espécie sio designados com a letra T ao final da identificacdo. Arvore gerada com n° de replicaces
de 100 bootstraps.



A topologia da arvore do gene RPB2 ndo apresentou congruéncia com as analises
filogenéticas dos genes benA e CaM. Os isolados AM1SO59 e 24.1 é filogeneticamente
relacionado com o tipo da espécie de P. austrosinicum HMAS248734, entretanto formam um
clado distinto (Figura 3). Em contrapartida, o isolado AMSO37 est4 inserido no mesmo
clado da espécie P. austrosinicum (Figura 3).
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Figura 3. Arvore filogenética de maxima verossimilhanga da segdo Sclerotiorum de Penicillium inferida a
partir das sequéncias do gene RPB2. A escala representa o nimero de substitui¢fes por sitio. Nomes em negrito
indicam isolados que representam a nova espécie. P. levitum™ e P. griseolum foi utilizado como grupo externo.
Os tipo das espécie sio designados com a letra T ao final da identificacdo. Arvore gerada com n° de replicacdes
de 100 bootstraps.
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3.2.2. Secdo Citrina

A relacdo filogenética dos isolados AMS02, AMS06, AMSO7, AMSO10, AMSQO34,
AMSO052, AM5S064 e AM9S067 com as espécies da secdo Citrina de Penicillium foi
analisada utilizando as sequéncias parciais do genes benA, CaM e RPB2 . De acordo com a
filogenia molegenia molécular de ambos os genes, os isolados AMS06, AMSO7, AMSO10,
AMSO034 e AM9S067 formam uma uma linhagem filogeneticamente distinta com o clado
de P. anatolicum CBS 47966, P. argentinense CBS 130371, P. euglaucum CBS 323.71 e
AMSOS5 (Figuras 5, 6 e 7). As filogenias de ambos os genes resolveram de forma consistente
que esse grupo de isolados representam uma nova espécie distinta das descritas
anteriormente.

Em ambas as arvores de benA e CaM (Figuras 4 e 5), o isolado AMSO5 ¢é
filogeneticamente proximo de P. anatolicum, porém forma um clado distinto. Os isolados
AMSO2 e AMSO52 agrupam com o tipo de P. sumatraense, entretanto, também formam
um clado distinto em ambas as arvores (Figuras 4 e 5). Com base na concordancia de ambas
as arvores, o isolado AMSO5 representa uma nova espécie de Penicillium, e os isolados
AMSO02 e AMSO52 representam outra espécie nova para o0 género. Em concordancia com
as arvores de BenA e CaM, o isolado AMSO52 foi agrupado em um clado com cepas
identificadas nos bancos de dados como P. meleagrinum var. viridiflavum e P. sumatraense,
mas distinto do clado com o tipo das espécies P. roseopurpureum CBS 266.29, P.
sanguifluum CBS 127032, e P. gallaicum CBS 167.81 nas analises com o gene RPB2.(Figura
6). Os isolado AMSO2 e AMSO5 ndo foram incluidos na filogenia do gene RPB2, pois a
regido ndo foi amplicada via PCR e o0 sequenciamento gerou sequéncia curta,
respectivamente.

O isolado AM5S064 ¢ filogeneticamente agrupado com P. shearii nas analises

realizadas com as sequéncias parciais de BenA, CaM e RPB2 (Figuras 4, 5 e 6), portanto, foi

62



descrito neste estudo como um novo registro de ocorréncia da espécie.
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Figura 4. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca da secéo Citrina de Penicillium inferida a partir das
sequéncias do gene BenA. A escala representa o nimero de substitui¢des por sitio. Nomes em negrito indicam
isolados que representam novas espécie e o registro de ocorréncia. P. corylophilumT foi utilizado como grupo



externo. Os tipo das espécie sdo designados com a letra T ao final da identificacdo. Arvore gerada com n° de
replicacfes de 100 bootstraps.
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Figura 5. Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca da secéo Citrina de Penicillium inferida a partir das
sequéncias do gene CaM. A escala representa o nimero de substitui¢fes por sitio. Nomes em negrito indicam

isolados que representam novas espécie e o registro de ocorréncia. P. corylophilum™ foi utilizado como grupo



externo. Os tipo das espécie sdo designados com a letra T ao final da identificagdo. Arvore gerada com n° de

replicac6es de 100 bootstraps.
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Figura 6. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca da secéo Citrina de Penicillium inferida a partir das
sequéncias do gene RPB2. A escala representa o nimero de substituicBes por sitio. Nomes em negrito indicam

isolados que representam novas espécie e o registro de ocorréncia. P. corylophilum" foi utilizado como grupo



externo. Os tipo das espécie sdo designados com a letra T ao final da identificagdo. Arvore gerada com n° de

replicacBes de 100 bootstraps.

3.2.3. Segdo Lanata-Divaricata

Os resultados das analise filogenéticas construidas a partir dos conjuntos de dados de
benA e CaM indicam que o isolado AMSO19 é relacionado filogeneticamente com o tipo de
P. globosum NNO072354, porém forma um clado distinto em ambas as arvores (Figuras 7 e
8).

Pa——

Figura 7. Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca da segdo Lanata-Divaricata de Penicillium inferida

a partir das sequéncias do gene BenA. A escala representa 0 nimero de substitui¢ces por sitio. Nomes em
negrito indicam isolados que representam novas espécie e o registro de ocorréncia. P. glaucum? foi utilizado

como grupo externo. Os tipo das espécie sdo designados com a letra T ao final da identificacdo. Arvore gerada

com n° de replicacBes de 100 bootstraps.
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Figura 8. Arvore filogenética de méaxima verossimilhanga da segdo Lanata-Divaricata de Penicillium inferida
a partir das sequéncias do gene BenA. A escala representa 0 nimero de substitui¢cbes por sitio. Nomes em
negrito indicam isolados que representam novas espécie e o registro de ocorréncia. P. glaucum” foi utilizado

como grupo externo. Os tipo das espécie sdo designados com a letra T ao final da identificagdo. Arvore gerada
com n° de replicagdes de 100 bootstrap

67



3.3. Taxonomia

Com base nas andlises filogenéticas os isolados AMS0O2, AMSO5, AMSO6, AMSO7,
AMSO010, AMSO19, AMS034, AMS052, AM9SO67 representam novas especies de
Penicillium. Os isolados também apresentam caracteristicas morfofisoldgicas distantas das
espécies proximas. Foram descritas 5 espécies novas e 1 registro de ocorréncia com base na
taxonomia polifasica. Abaixo, encontra-se a descricdo morfolégica, microscopica e

fisioldgica das espécies.
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Descri¢cdo morfoldgica de Penicillium sp. ISAMSO37, Penicillium sp. ISAM1S0O59,

Penicillium sp. 1S24.1, secdo Sclerotiorum (Figura 9).

00 0000 00
.M e (©

e

-

R
A

Figura 9. A. Colbnias da esquerda para a direita: CYA, CYA reverso, MEA, MEA reverso, YES; linha
superior: isolado 24,1; linha do meio isolado AMSO37; linha inferior isolado AM1S059; B. textura em
CYA 24.1; C. textura em CYA AMSQ37; D. textura em CYA AM1S059; E. conidioforo; F. conidios;

G-K. conidioforos. — Barras de escala: E — K= 10 um.

Diémetro das col6nias, 7 d (em mm): CYA: 23-29; CYA 30 °C: 32-37; CYA 5 e 37°C:
crescimento ausente; MEA: 24-29; MEADI: 21-25 (-34); YES: 28-34; DG-18: 22-24 ;
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CREA: 10-14 (-17): ; OA: 28-32; CYAS: 22-27 CZ: 18-24 (-28).

Caracteres das colonias: CYA 25 °C, 7 d: colbnias moderadamente profundas,
aleatoriamente, concentricamente e radialmente sulcadas; margens baixas, estreitas (1-3
mm), irregularmente, as vezes inteiras; micélio branco; textura flocosa e aveludada;
esporulacdo esparsa a moderada, conidios em massa amarelo palido acinzentado (3A3),
amarelo acinzentado (4B3-4B4), amarelo pastel (2A4) na margem e verde fosco (27E4),
laranja acinzentado (5B6-5B4), azul acinzentado a laranja (21C4-5A6) no centro; exsudato
laranja e amarelo claro a vermelho alaranjado, pigmentos de pigmento solGvel laranja claro
a amarelo claro, as vezes ausentes; reverso laranja (5A7), laranja claro (5A4) e amarelo fosco
(3B3) na margem e amarelo dourado (5B7), laranja acastanhado ( 6C8) para laranja
avermelhado (7A8) no centro. CYA 30 °C, 7 d: colénias moderadamente profundas, radial
e concentricamente sulcadas, crateriformes; margens baixas, estreitas (1-2 mm)
irregularmente, as vezes inteiras; micélio branco; textura velutinosa e flocosa, esporulacao
esparsa a moderada, conidios em massa laranja (5A7), verde acinzentado (1D3), amarelo
acinzentado a azeitona (2C4-2D4) e laranja claro (6A1) no centro e verde pastel (26A4) na
margem; exsudato as vezes presente claro, laranja e amarelo claro, pigmento soltvel as vezes
presente laranja claro inconspicuo; reverso castanho (6D8), vermelho alaranjado (8A8),
laranja claro (5B7) no centro e laranja avermelhado (7A8), amarelo pastel (3A4), amarelo
claro (4A5) na margem. MEA 25 °C, 7 d: col6nias moderadamente profundas, radial,
concentricamente e aleatoriamente sulcadas, crateriformes; margens baixas, estreitas (1-2
mm) irregulares; micélio branco a branco alaranjado; textura flocosa com areas velutinosas;
esporulagdo moderada; conidios em massa verde escuro a acinzentado (27F4- 28C4), laranja
a laranja acinzentado (5A4-5B3), amarelo acinzentado (4B3) e oliva (2E3) no centro e
laranja acinzentado (6B3) na margem; exsudato pesente as vezes amarelo claro a vermelho
alaranjado, pigmentos solUveis ausentes; verso laranja claro (5A4), marrom a laranja
avermelhado (7D6-7A8) no centro e amarelo acinzentado (4B3) e laranja avermelhado
(7A8) nas margens. YES 25 °C, 7 d: coldnias moderadamente profundas, radialmente e as
vezes concentricamente e aleatoriamente sulcadas, as vezes crateriformes, margens baixas,
estreitas (1-2 mm), irregulares e inteiras; micélio branco; textura flocosa e aveludada;
esporulagdo esparsa a densa; conidios em massa de laranja a laranja acinzentado (6A8-6B5),
oliva (2F3), amarelo a cinza oliva (4B3-3E2), cinza acastanhado (5D2); auséncia de
exsudato e pigmento soltvel; reverso laranja claro (5A4), laranja avermelhado (6A7-7A8),
laranja (6B7) no centro e amarelo claro para amarelo claro (4A4-4A3), laranja claro (5A4)
na margem. CREA 25 °C, 7 d: colonias com crescimento fraco a moderado. Fraca producéo
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de acido. OA 25 °C, 7 d: colbnias baixas, planas; margens baixas, estreitas (2-3 mm),
inteiras; micélio branco; textura aveludada com area flocosa; esporulacdo moderada a densa;
conidios em massa castanho azeitona (4E3), azeitona (1E4-1F4), verde opaco (8A7-30E4)
no centro e laranja (6A7) na margem; auséncia de exsudato, pigmento sollvel presente as
vezes incospicuo laranja acastanhado. DG18 25 °C, 7 d: colénias moderadamente profundas,
as vezes crustosas, elevadas no centro, radialmente sulcadas; margens baixas, estreitas (1-3
mm), inteiras; micélio branco; textura flocosa a funiculosa; esporulacdo moderada a densa,
conidios em massa verde claro (27A5), branco (1Al), turquesa acinzentada (24D5) e verde
acinzentado (27C4) na margem e laranja claro (5A5) a laranja (6A7) no centro; exsudato
presente as vezes laranja claro a vermelho, auséncia de pigmento sollvel; reverso laranja
avermelhado a vermelho alaranjado (7A8-8A8), cinza esverdeado (19B2) no centro e
amarelo claro (4A3-4A4), amarelo acinzentado (1B5) na margem. CYAS 25 °C, 7 d:
colénias moderadamente profundas, crateriformes, radial e aleatoriamente sulcadas;
margens baixas, estreitas (2 mm), irregulares e inteiras; micélio branco; textura flocosa e
velutinosa a funiculosa; esporulacdo esparsa a densa; conidios em massa laranja (5A7-5B8)
e azul opaco a amarelo acinzentado (22E4-4B6); exsudado de laranja claro a laranja,
pigmento sollvel as vezes amarelo claro incospicuo; reverso amarelo palido (1LA3), laranja
avermelhado (7A8), amarelo pastel (3A4), laranja acastanhado (6C8) no centro e amarelo
laranja a acinzentado (5A7-1B4) na margem. CZ 25 °C, 7 d: coldnias baixas, planas;
margens baixas, estreitas (1-3 mm), irregulares; micélio amarelo acinzentado; textura
aveludada; esporulacdo esparsa, conidios em massa laranja (5A6-5A7-6B7), amarelo
acinzentado (3C3)); auséncia de exsudato e pigmento sollvel; reverso amarelo claro (4A5-
4B6) a laranja (6B7) no centro e cinza amarelado (2C2) na margem.
Micromorfologia AM1S0O59, AMSO037 e 24.1:. esclerocio ausente. Conidioforos
estritamente monoverticilados; estipes lisas, septadas, 28-181 (—264) x 1,5-3 um, as vezes
vesiculadas 2-4 x 3-4 (-5) um; fidlides ampuliformes, 6-12 (-13) x 1,5-3 um; conidios
subglobosos a globosos com paredes levemente rugosas, visivelmente conectados, 2-3 x 2—
3 um.

As principais caracteristicas morfologicas que distngue os isolados AMSO37,
AM1S059 e 24.1 da espécie P. maximae sdo apresentadas abaixo na Tabela 6, em negrito.
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Tabela 6. Comparacao de Penicillium ISAMSO37, ISAM1S059 e 1S24.1 com Penicillium

maximimae
Penicillium s .
- Penicillium maximae
Especies AMSO037, AM1S059 CBS 134565
e24.1
CYA25°C 23-29 34-37
MEAGDI 21-25 (-34)
CYA30°C 20-26 32-37
Crescimento radial (diam apés 7 dias, CYA37°C germinou o cresceu
em mm) CYA5°C germinou nao cresceu
YES 28-34 40-43
DG18 22-24 15-22
CYAS 22-27 27-30
OA 28-32 n.a
Ccz 18-24 (-28) n.a
CREA 10-14 (-17) 12-15.
Acido em CREA ausente ou fraco ausente
Caracteristicas das coldnias Pigmento solivel em CYA laranja claro, as vezes laranja

ausente

Caracteres microscopicos

estritamente

Forma do conidiéforo e
monoverticilado

lisas
28-181 (—264) x 1,5~

Textura da estipe
Comprimento/largura da

estipe (um) 3
Vesicula 2-4 x 34
Forma da fialide ampuliforme
N° de fidlides
Comprimento/largura da

fislide (um) 6-12 (-13) x 1,5-3

Textura do conidio levemente rugoso

Forma do conidio subgloboso a globoso

Comprimento/largura do
conidio (pm)
Esclerécio

2-3x2-3

ausente

monoverticilado,
Menor proporgao
biverticilado
lisa

45-150 x 2-3

n.a
ampuliforme

6.5-10 x 2.5-3
liso
elipsoidal

3-3.5x25-3

n.a

Legenda: n.a — ndo disponivel
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Descricdo morfologica de Penicillium sp. ISAMSOG6, Penicillium sp. ISAMSO?7,
Penicillium sp. ISAMSO10, Penicillium sp. ISAMSO34 e Penicillium sp. ISAM9S067,
secdo Citrina (Figura 10).

Figura 10 . A. Penicillium sp. ISAMSO10 ap6s 7 dias em meios de culturaa 25 °C, da esquerda

P —

para direita, primeira fila, todos em verso CYA, MEAbI, DG-18, OA; segunda fila, reverso de
CYA, reverso de MEADI, reverso de YES e verso de CREA. B-G. Conidioforos. H. Conidios.
Barras de escalas = 10 pm.

Diametro das colénias, 7 d (em mm): CYA: 19-23; CYA 30 °C: 8-22; CYA 5 e 37°C:
crescimento ausente; MEADI: 20-24; YES: (13-) 20-25 ; DG-18: 21-25 ; CREA: 14-16 ;



OA: 21-25; CYAS: 19-22

Caracteres das col6nias: CYA 25 °C, 7 d: Coldnias moderadamente profundas, elevadas no
centro, as vezes crateriformes, radial e concentricamente sulcadas; margens baixas, estreitas
(1-2 mm), inteiras; micélio branco; textura aveludada e flocosa no centro; esporulacéo
moderada a densa, conidios em massa marrom acinzentado (6D3), lilas acinzentado (15B2),
oliva (1F5-1E3), verde acinzentado (27D4) a verde (28A7) na margem e verde fosco (29E3),
verde profundo (27E8 ), cinza a cinza acastanhado (5C1-5C2), rosa acinzentado a verde
escuro (12B3-28F5) no centro; exdutar claro, as vezes gotas grandes grandes, pigmento
sollvel as vezes amarelo claro imperceptivel a amarelo vivo, reverso louro escuro a amarelo
acinzentado (3C3-5D4), verde acinzentado a amarelo acinzentado (30B3-1B4) no centro e
verde acinzentado a amarelo acinzentado (1C6-3C3) e verde pastel (26A4) namargem. CYA
30 °C, 7 d: coldnias moderadamente profundas, elevadas no centro, as vezes crateriformes,
radial e concentricamente sulcadas; margens baixas, estreitas (1-2 mm), inteiras; micélio
branco; textura aveludada a flocosa; esporulacdo moderada a densa, conidios em massa
verde acinzentado (27E5-27C7) e laranja claro (5A4) na margem e cinza avermelhado
(12B2), cinza (3C1), verde acinzentado a verde amarelado (28E6-30A7) no centro; exsudato
as vezes presente amarelo claro, pigmento sollvel as vezes presente amarelo vivo, amarelo
claro a amarelo esverdeado; reverso amarelo (3B8), laranja claro (5A5), amarelo fosco
(3B3), amarelo acinzentado e oliva (2B4-2D5). MEADI 25 °C, 7 d: colénias baixas, as vezes
moderadamente profundas, ligeiramente elevadas no centro, concentricamente sulcadas;
margens baixas, estreitas (1-2 mm), inteiras, micélio branco; textura aveludada com &rea
flocosa; esporulacdo moderada a densa, conidios em massa turquesa acinzentada a verde
escuro (24D3-27F5), laranja acinzentado (5B3), verde acinzentado (28D5) e verde escuro
(26F6) na margem e verde escuro a verde fosco (26F4-26E3), cinza claro (1C1) no centro;
exsudato ausente, pigmento sollvel presente as vezes amarelo claro a amarelo vivido
imperceptivel, reverso amarelo acinzentado a marrom oliva (3C4-4D5), cinza amarelado a
louro (3C2-4C4) e amarelo palido (2A3), amarelo acinzentado (3C3), marrom claro (6D6)
YES 25 °C, 7 d: colénias moderadamente profundas, crateriformes, radialmente e
concentricamente sulcadas as vezes irregulares; margens baixas, estreitas (1-3 mm), inteiras;
micélio branco; textura aveludada; esporulagdo esparsa a moderada, conidios em massa
verde acinzentado a cinza esverdeado (30B5-30D2), verde escuro (28F5), verde opaco a
verde amarelado (29D3-30A7) e verde palido (26A3); auséncia de exsudato, pigmento
soluvel presente as vezes amarelo dourado a amarelo acinzentado; reverso louro (4C4),

amarelo acinzentado (4B5) laranja amarelado (4B7). CREA 25 °C, 7 d: coldnias com pouco

74



crescimento, producdo de acido ausente. OA 25 °C, 7 d: colbnias baixas, planas; margens
baixas, estreitas (2 mm), inteiras, as vezes irregulares; micélio branco; textura flocosa, as
vezes velutinosa no centro e fasciculada na margem; esporulagdo moderada a densa, as vezes
esparsa; conidios em massa cinza azulado (21D3), cinza esverdeado a verde escuro (26E2-
26F4), cinza laranja (28F7-6B2) e cinza purpura (13B2); exsudato ausente, pigmento soltvel
claro, verde amarelado a amarelo acinzentado. DG18 25 °C, 7 d: coldnias moderadamente
profundas, elevadas no centro, radialmente e concentricamente e irregularmente sulcadas;
margens baixas, estreitas (1-2 mm), inteiras; micélio branco; textura aveludada a flocosa;
esporulagdo moderada a densa, conidios em massa verde a verde claro (28A6-26A5), verde
(25C5), verde pastel acinzentado (25A4), cinza (2D1) com feixes brancos, exsudato ausente,
pigmento soltvel amarelo as vezes laranja claro imperceptivel; reverso verde amarelado
(30A8-30B6), amarelo esverdeado (LA7-29A6). CYAS 25 °C, 7 d: coldnias moderadamente
profundas, radial, concéntrica e aleatoriamente sulcadas; margens baixas, estreitas (1-2 mm),
inteiras; micélio branco; textura aveludada a flocosa; esporulacdo esparsa, as vezes
moderada a densa, conidios em massa verde acinzentado a cinza (27B6-15B1), turquesa
claro (24A4), verde (28A6) e branco (25A1) na margem; cinza (25B1-24C1) no centro;
exsudato presente as vezes amarelo claro, pigmento soltvel presente as vezes amarelo vivo
a amarelo esverdeado; reverso verde amarelado (30A8), laranja acinzentado a amarelo
acinzentado (6B4-4C5) e amarelo a azeitona (2A7-2D4).
Micromorfologia AMSO10 e AMSO34: esclerocio ausente.  Conididforos
predominantemente biverticilados, 35 % monoverticilados, raramente divaricados ou
tervercilidados; estipes lisas, septadas 14-245 x 2-2,5 um, vesicula em conidioforos
monoverticilados 2-6 x 3-6 um, ocasionalmente em biverticilados 3 x 3 um; ramos laterais
ramente presente 1674 x 2 um; métulas em vértice de 2—3, desiguais em tamanho 5-28 (—
31) x 2 um, frequentemente vesiculadas 2-5 (-6) x 3-5 (-6) um; fialides ampuliformes, de
3-12 por metélua/estipe, 6-9 x 2-2,5; conidios globosos, em menor proporg¢éo subglobosos,
rugosos e espiculados, 2—-3 x 2-3 um.

As principais caracteristicas morfologicas que distngue o isolado AMSO10 do
isolado AMSOS5 e da espécie Penicillium anatolicum sdo apresentadas abaixo na Tabela 7,

em negrito.
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Tabela 7. Comparacao de Penicillium ISAMSO10 com Penicillium ISAMSO5, Penicillium
anatolicum, Penicillium argentinense e P. euglaucum

P

Espécies Penicillium Penicillium anatolicum P. argentenense eu Iapﬁcum
P AMSO010 AMSO5 CBS CBSH-20641  Cplao
479.66T '
CYA25°C 19-23 19-20 18-30 21-27 23-29
CYA30°C 18-22 21-22 23-32 22-30 21-30
R crescimento crescimento crescimento
Taxa de CYAST*C ausente ausente 0-5 ausente (0-)5-15
CE?ZC'T]G;;O CYA5°C ndo cresceu ndo cresceu n.a n.a n.a
’ YES (13-) 20-25 20-22 23-30 22-29 23-30
DG18 21-25 24-26 20-30 14-20 23-29
CYAS 19-22 20-22 n.a n.a n.a
AO 21-25 21-24 n.a n.a n.a
CREA 14-16 15-17 11-18 8-14 8-16
Acido em CREA ausente ausente fraco ou fraco fraco
ausente
Caracteristicas
- . , forte
das colbnias  Pigmento soltvel em amarelo claro a amarelo claro  amarelo forte ausente roducio
CYA amarelo vivido P 640,
amarelo
biverticilado, biverticilado,
Forma do menor menor biverticilado monoverticilado biverticilado
conidioforo propor¢éo proporcéo ou biverticilado
monoverticilado monoverticilado
Textura da estipe lisa lisa lisa lisa lisa
Comprimento/largura (-19) 30-250 x  20-200 x 2— 30-200 x 1.5—
da estipe (um) 14-245%2-2.5 1,5-2 3 25 5-60 (-100)
Vesicula (jum) expandida no expandidano expandidano expandidano expandida no
H apice 3-6 apice apice apice 2.0-4.0 é&pice 2.5-5.0
N° de métulas 2-3 2-3(-4) 2-3 (-4) 2-3 (-4)
Comprimento/largura 10-20 x 2.0- 10-20 10-20 x 1.5-
damétula (um) > 20 (B)x2 826x2-3 4.0 x 15-3.0 3.0
Caracteres  comprimento/largura
microscopicos dg ramo (um? 16-74 x 2 10-45x 2 n.a presente n.a
Forma da fialide ampuliforme ampuliforme  ampuliforme  ampuliforme  ampuliforme
Ne° de fialides 3-12 3-14 n.a n.a n.a
Comprimento/largura 6-8 (-9) x2—- 6.0-8.0%x2- 7.0-9.0 x 2—
da fidlide (um) 6-9x2-25 2,5 3 710-9.0x2-3 3
Textura do conidio rugoso e rugoso e levemente liso levemente
espiculoso espiculoso rugoso rugoso
- globoso a globoso a
Forma do conidio subgloboso subgloboso globoso globoso globoso
Comprimento/largura 5, 5 3 23x23 2.32.8 2.0-2.5 2.0-2.5
do conidio (um)
Esclerdcio ausente ausente n.a n.a n.a

Legenda: n.a — ndo disponivel
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Descricao morfolégica de Penicillium sp. ISAMSO5, secédo Citrina, (Figura 11).

Figura 11. A. Penicillium sp. ISAMSO5 apds 7 dias em meios de cultura a 25 °C, da esquerda

para direita, primeira fila, todos em verso CYA, MEAbI, DG-18, OA; segunda fila, reverso de
CYA, reverso de MEADI, reverso de YES e verso de CREA. B-D. Conidiéforos. E. Conidios.

F. Conidi6foro com ramo. Barras de escalas = 10 um.

Diametro das col6nias, 7 d (em mm): CYA: 19-20; CYA 30 °C: 21-22; CYA 5 e 37°C:
crescimento ausente; MEADI: 19-22 ;: YES: 20-22; DG-18: 24-26; CREA: 15-17; OA: 21-24;
CYAS: 20-21.



Caracteres das col6nias: CYA 25 °C, 7 d: col6nias moderadamente profundas, elevadas no
centro; margens baixas, estreitas (1-2 mm) inteiras; micélio branco; textura velutinosa;
esporulacdo moderada; conidios em massa verde acinzentado a verde amarelado (30C5-
30A7) na margem e verde escuro (27F3) no centro; exsudato claro; pigmento sollvel
amarelo claro, reverso amarelo claro a amarelo acinzentado (1A5-1B3). CYA 30 °C, 7 d:
coldnias moderadamente profundas, elevadas no centro; margens baixas, estreitas (1-2 mm)
inteiras; micélio branco; textura velutinosa com areas flocosa no centro; esporulacdo
moderada; conidios em massa cinza purpura (13C2) e verde profundo (26D8) na margem e
verde acinzentado (27E7) no centro; grandes gotas claras de exsudado; pigmento soltvel
amarelo claro inconspicuo; reverso amarelo opaco (3B3), branco (1Al), cinza pastel (1C1)
e verde escuro (27F3). MEADI 25 °C, 7 d: coldnias planas ; elevantada no centro, margens
baixas, estreitas (1 mm) inteiras; micélio branco; textura flocosa; esporulacdo moderada a
densa; conidios em massa verde escuro (26F4-26F5); exsudato ausente, pigmento soltvel
amarelo acinzentado; reverso amarelo acinzentado a marrom oliva (4C5-4D5). YES 25 °C,
7 d: col6nias profundas, aleatoriamente sulcadas, margens baixas, estreitas (1-2 mm),
inteiras; micélio branco; textura aveludada; esporulacdo moderada; conidios em massa verde
amarelado (30B7) na margem e cinza esverdeado (28D2) no centro; exsudato ausente;
pigmento soltvel amarelo acinzentado (1A8); reverso amarelo (4B8). DG-18 25 °C, 7 d:
colénias moderadamente profundas; elevadas no centro, radiais e concentricamente
sulcadas, margens baixas, estreitas (1-2 mm), inteiras; micélio branco; textura aveludada
com éareas floculada no centro elevado; esporulacdo moderada, conidios em massa verde
acinzentado a cinza esverdeado (25C5-25B2); exsudato ausente, pigmento soltvel amarelo
claro, reverso amarelo acinzentado (2B5-2C5). CREA 25 °C, 7 d: crescimento fraco, sem
producdo de &cido. OA 25 °C, 7 d: colbnias baixas, planas; margens baixas, estreitas (2 mm),
inteiras; micelio branco; textura velutinosa no centro e fasciculada na margem; esporulacao
moderada a densa; conidios em massa verde escuro a verde acinzentado (28F7-28D6) e cinza
purpura (13B2); exsudato abundante claro e amarelo claro, pigmento solivel verde
amarelado. CYAS 25 °C, 7 d: coldnias moderadamente profundas, as vezes elevadas no
centro, radial e concentricamente sulcadas; margens baixas, estreitas (2 mm), inteiras;
micélio branco; textura aveludada; esporulacdo moderada, conidios em massa cinza
esverdeado a verde (27B6-27A6); exsudato ausente e pigmento soltvel inconspicuo amarelo
claro; reverso verde amarelado (30A7).

Micromorfologia AMSO5: esclerocio ausente. Conididforos predominantemente
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biverticilados, em menor propor¢do monoverticilados as vezes vesiculados 3-5 x 3-5 um,

estipes lisas, septadas, varidveis em comprimento (-19) 30-250 x 1,5-2 um; ramos laterias

ocasionalmente presentes 10-45 x 2 pum; métulas em nimeros 2-3 (-4), ligeiramente

infladas no é&pice, desiguais em comprimento, 8-26 x 2-3 um; fidlides de 3-14,

ampuliformes, 6-8 (-9) x 2-2,5 um.; conidios globosos a subglobosos, rugosos e

espiculados 2—-3 x 2-3 pm.

As principais caracteristicas morfologicas que distingue o isolado AMSO5 de

Penicillium anatolicum sdo apresentados abaixo na Tabela 8, em negrito.

Tabela 8. Comparacao de Penicillium ISAMSOS5 com Penicillium anatolicum CBS 476.66

Espécies

Penicillium AMSO5

P. anatolicum CBS

Sp. NoV. 479.66"
CYA25°C 19-20 18-30
CYA30°C 21-22 23-32
CYA37 °C nao cresceu 0-5
Crescimento radial (diam ap6s 7 CYA5°C n3o cresceu n.a
dias, em mm) YES 20-22 23-30
DG18 24-26 20-30
CYAS 20-22 n.a
OA 21-24 n.a
CREA 15-17 11-18
Acido em CREA ausente fraco ou ausente

Caracteristicas das colonias Pigmento soltvel em

CYA

amarelo claro

amarelo forte

Forma do conidiéforo

Textura da estipe
Comprimento/largura da
estipe (um)
Vesicula
N° de métulas
Comprimento/largura da
métula (um)
Comprimento/largura do
ramo subterminal (pm)
Forma da fialide
N° de fidlides
Comprimento/largura da
fidlide (um)
Textura do conidio
Forma do conidio

Comprimento/largura do
conidio (pm)
Esclerécio

Caracteres microscopicos

biverticilado, menor
proporc¢ao
monoverticilado
lisa
(-19) 30-250 x 1,5—
2
expandida no apice
2-3(-4)

8-26 x 2-3
10-45x 2

ampuliforme
3-14

6-8 (-9) x2-2,5
rugoso e espiculoso
globoso a subgloboso

2-3x2-3

ausente

biverticilado

lisa
20-200 x2-3

expandida no apice
2-3(-4)

10-20 x 2.0-4.0

n.a

ampuliforme
n.a

6.0-8.0 x 2-3

levemente rugoso
globoso

2.3-2.8

n.a

Legenda: n.a — ndo disponivel



Descricdo morfoldgica de Penicillium sp. ISAMSO2 e AMSO52, secdo Citrina (Figura
12).

o 2
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Figura 12. A. Penicillium sp. ISAMSO2 e ISAMSO052 ap6s 7 dias em meios de cultura a 25
°C, da esquerda para direita, primeira fila, todos em verso CYA, MEAGbI, YES, OA; segunda
fila, reverso de CYA, reverso de MEADI, reverso de YES e verso de CREA. B-G. Conidioforos.

H. Conidios. F. Barras de escalas = 10 pm.

Diametro das colbnias, 7 d (em mm): CYA: 21-28 (-34); CYA 30°C: 20-25; CYA 5 e 37°C:
crescimento ausente; MEADI: 25-28 ; YES: 23-31 (-34); DG-18: 16-26; CREA: 18-21; OA:
21-24; CYAS: 24-29;
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Caracteres das colbnias: CYA 25 °C, 7 d: colénias moderadamente profundas, radial e
concentricamente sulcadas; as vezes elevadas no centro; margens baixas, estreitas (1-3 mm),
inteiras; micélio branco; textura aveludada, &s vezes com areas flocosas na periferia;
esporulagdo moderada a densa, conidios em massa verde acinzentado a verde fosco (26B3-
27E4) na margem e amarelo acinzentado (3C3), cinza amarelado (3B2) e cinza esverdeado
(27D3) no centro; exsudato as vezes presente claro, pigmento solUvel ausente, reverso
marrom claro a louro claro (5D5-4C3) e laranja acastanhado (5C4). CYA 25°C, 7 d: col6nias
moderadamente profundas, elevadas no centro, crateriformes, radial e concentricamente
sulcadas; margens baixas, estreitas (1 mm), inteiras; micélio branco; textura aveludada .;
esporulacdo moderada a densa, conidios em massa verde acinzentado (27C4) na margem e
cinza esverdeado (27D2) no centro; exsudato as vezes presente, pigmento soluvel laranja
acinzentado, reverso laranja acastanhado (5C4). MEADbI 25 °C, 7: coldnias baixas,
ligeiramente elevadas no centro; margens baixas, estreitas (1-2 mm), inteiras, micélio
branco; textura velutinosa com areas flocosa; esporulacdo moderada a densa, conidios em
massa verde opaco a cinza esverdeado (27E4-26D2), as vezes verde fosco (27E4); auséncia
de exsudato e pigmento sollvel, reverso amarelo acinzentado ao verde acinzentado (4C3-
29B3). YES 25 °C, 7 d: col6nias crateriformes, moderadamente profundas, irregularmente
sulcadas, algumas vezes elevadas no centro, margens baixas, estreitas (2-3 mm), inteiras;
micélio branco; textura aveludada; esporulacdo densa, conidios em massa verde escuro
(26F4) e verdes opacos (25E3-); exsudato e pigmento soltvel ausente, reverso laranja claro
(5A5) e amarelo acinzentado (4B3). DG-18 25 °C, 7 d: col6nias moderadamente profundas;
elevadas no centro, radial e concentricamente sulcado, margens baixas, estreitas (1-2 mm),
inteiras; micélio branco; textura velutinosa; esporulacao esparsa, conidios em massa amarelo
palido (1A3) e verde acinzentado (27C5) na margem e verde (26B8) no centro; auséncia de
exsudato, pigmento sollvel as vezes presente laranja claro inconspicuo, reverso amarelo
acinzentado a branco amarelado (2B3-1A2), as vezes amarelo palido (1A3). CREA 25 °C,
7 d: crescimento moderado sem producéo de acido. OA 25 °C, 7 d: colbnias baixas, planas;
margens baixas, estreitas (1 mm), inteiras; micélio branco a laranja acastanhado; textura
velutinosa; esporulacdo moderada a densa; conidios em massa verde palido (26A3) a verde
acinzentado (28C6); exsudato e pigmento soltvel ausente. CYAS 25 °C, 7 d: colbnias
moderadamente profundas, as vezes crateriforme ou elevada no centro, sulcos radiais,
concéntricos e aleatorios; margens baixas, estreitas (1-3 mm), inteiras; micelio branco;
textura velutinosa com area flocosa no centro; esporulacdo moderada a densa, conidios em

massa cinza acinzentado a verde claro (27C6-27A5); exsudato ausente, pigmento soltvel as
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vezes presente laranja claro inconspicuo; reverso amarelo palido a acinzentado (4A3-4B4).

Micromorfologia AMSO2 e

AMSO52:

esclerécio

ausente.

Conidioforos

predominantemente biverticilados, 37% monoverticilados e raramente divaricados (7%);
estipes septadas, lisas a finamente rugosa, 30-340 (—475) x 2-2,5 (-3) um; métulas em

verticilos de 2—4 por estipe, vesiculadas 2-4 x 3-5 um, desiguais em comprimento 8-21 x

2 —4 (-4,5) um; fidlides ampuliformes, 3-9 por métula, 6-10 x 2—3,0 um; conidios globosos,

levemente elipsoidais e subglobosos, paredes lisas a finamente rugosas, 2—3 x 2—-3 um.

As principais caracteristicas morfoldgicas que distingue os isolados AMSO2 e
AMSO52 de Penicillium sumatraense séo apresentados abaixo na Tabela 9, em negrito.

Tabela 9. Comparacao de Penicillium AMSO2 e AMSO52 com P. sumatrense CBS 281.36.

Penicillium AMSO2 e

P. sumatraense

Especies AMSO52 sp. CBS 281.367
CYA25°C 21-28 (-34) 33-42
CYA30°C 20-25 (10-) 15-25
CYA37°C nao cresceu nao cresceu
CYA5°C nao cresceu n.a
Cresglmemo radial (diam YES 2331 (26-) 32-42 (-47)
apos 7 dias, em mm)
DG18 16-26 (20-) 25-34
CYAS 24-29 n.a
OA 21-24 n.a
CREA 18-21 15-23
- Acido em CREA ausente ausente
Caracteristicas das
colbnias Pigmento soltvel em CYA ausente ausente, raramente

marrom claro

Forma do conidi6foro

Textura da estipe

Comprimento/largura da estipe
(um)
Vesicula
N° de métulas
Comprimento/largura da
métula (um)
Comprimento/largura do ramo
subterminal (pm)
Forma da fidlide
Ne° de fialides
Comprimento/largura da
fialide (um)
Textura do conidio

Caracteres microscopicos

Forma do conidio

biverticilado e
monoverticilado

lisa a finamente rugosa

30-340 (-475) x 2-2,5

2-4

8-21 x 2 4 (-4,5)
ausente

ampuliforme
3-9

6-10 x 2-3

liso a levemente rugoso
globoso, lev. elipsoidal e

biverticilado

lisa a finamente
rugosa

atée 200 x 2.0-3.

n.a
36
(10-) 12-16 x 2.0—
3.0
presente

ampuliforme
n.a

8.0-10 x 2-3.5

lisa
subgloboso a

subgloboso elipsoidal
Compnmgnto/largura do 9 3x2.3 20-25
conidio (pum)
Esclerdcio ausente n.a

Legenda: n.a — ndo disponivel
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Descri¢do morfoldgica de Penicillium sp. AMSO19, secdo Lanata-Divaricata (Figura 13).

Figura 13. A. Isolado de Penicillium sp. ISAMSO19 ap6s 7 dias em meios de cultura a 25 °C,

da esquerda para direita, primeira fila, todos em verso CYA, MEADI, YES, OA,; segunda fila,
reverso de CYA, reverso de MEADI, reverso de YES e verso de CREA.

Diametro das col6nias, 7 d (em mm): CYA: 31-34; CYA 5 e 37°C: crescimento ausente;
MEADbI: 21-24 ; YES: 26-28; DG-18: 14-16; CREA: 24-28 ; OA: 34-37; CYAS: 19-20.

Caracteres das colonias: CYA 25 °C, 7 d: colonias moderadamente profundas, elevadas no
centro, radial, concéntrica e aleatoriamente sulcadas; margens baixas, largas (3-7 mm),
inteiras; micélio branco; textura de lanose a flocosa; esporulacéo esparsa, conidios em massa
branco (1A1); exsudato ausente, pigmento soltvel inconspicuo, reverso laranja acinzentado
(5B5). CYA 30 °C, 7 d: colonias moderadamente profundas, ligeiramente elevadas no
centro, radialmente sulcadas; margens baixas, estreitas (1-2,5 mm), inteiras; micélio branco;
textura lanosa a flocosa; esporulacdo esparsa, conidios em massa branco (1A1); pequenas
goticulas de exsudato claro, pigmento soltvel inconspicuo laranja claro, reverso laranja
acinzentado a vermelho pastel (5B4-7A5). MEADI 25 °C, 7 d: col6nias moderadamente
profundas, radialmente sulcadas; margens baixas, estreitas (2 mm), inteiras; micélio branco;
textura de lanose a flocosa; esporulacdo esparsa, conidios em massa cinza claro (1B1);

exsudato e pigmento solUvel ausente, reverso laranja acinzentado (5B6). YES 25 °C, 7 d:
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col6nias moderadamente profundas, radialmente sulcadas, margens baixas, estreitas (1 mm),
inteiras; micélio branco; textura flocosa; esporulacdo esparsa; conidios em massa cinza
azulado (22B3); exsudato ausente; pigmento sollvel inconspicuo; reverso amarelo
acinzentado (4B4).. DG18 25 °C, 7 d: colonias moderadamente profundas, ligeiramente
elevadas no centro, radialmente sulcadas; margens baixas, estreitas (1 mm), inteiras; micélio
branco; textura flocosa; esporulacdo esparsa a levemente moderada, conidios em massa
turquesa claro (24A4) e verde pastel (28A4); exsudato e pigmento sollvel ausente; reverso
amarelo claro a verde claro (3A3-29A5). CREA 25 °C, 7 d: bom crescimento com abundante
producdo de &cido. OA 25 °C, 7 d: colbnias baixas, elevadas no centro; margens baixas,
estreitas (1-2 mm), inteiras; micélio branco; textura flocosa; esporulacéo esparsa a levemente
moderada; conidios em massa amarelo pastel (LA4); exsudato e pigmento soluvel ausente.
CYAS 25 °C, 7 d: colbnias moderadamente profundas, as vezes elevadas no centro,
radialmente sulcadas; margens baixas, estreitas (1 mm), inteiras; micélio branco; textura
flocosa; esporulacdo esparsa, conidios em massa verde acinzentado (25C3) e branco (25A1);
auséncia de exsudato e pigmento soluvel; reverso amarelo claro a amarelo opaco (3A3-3B3).

As principais caracteristicas morfoldgicas que distingue o isolado AMSO19 de

Penicillium globosum sdo apresentados abaixo na Tabela 10, em negrito.

Tabela 10. Comparacédo de Penicillium sp. AMS0O19 com a espécie proxima P. globosum

Espécies PenicilliumAMSO019 Penicillium globosum
CYA25°C 31-34 21-22
MEAGDI 21-24 n.a
CYA30°C 27-28 27-37
CYA37 °C ndo cresceu 3-7
Crescimento radial (diam ap6s 7 dias, CYA5°C n&o cresceu n.a
em mm) YES 26-28 17-19
DG18 14-16 14-15
CYAS 19-20 14-15
OA 34-37 n.a
CREA 24-28 17-20
Acido em CREA forte moderado
Pigmento soltvel em CYA inconspicuo ausente
Exudato em CYA ausente claro

verde opaco a

Caracteristicas das colonias . branco, cinza e . .
Conidio em massa acinzentado e cinza
tuquesa claro
esverdeado
Grau de esporulagdo em
P v esparsa moderada a densa

CYA, MEA e DG-18

Legenda: n.a — ndo disponivel.
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Descri¢ao morfoldgica de Penicillium AM5S064, se¢éo Citrina (Figura 14)

: ! J 3 o
Figura 14. A. Isolados Penicillium sp. ISAM5SO64Penicillium sp. apds 7 dias em meios de

cultura a 25 °C, da esquerda para direita, primeira fila, todos em verso CYA, MEAbI, DG-18,
OA; segunda fila, reverso de CYA, reverso de MEADlI, reverso de YES e verso de CREA. B—I.

Conidioforos. J. Conidios. Barras de escalas = 10 um.

Diametro das col6nias, 7 d (em mm): CYA: 25-27 ; CYA 30 °C: 25-29; CYA 5 e 37°C:
crescimento restrito 2— 7; MEADI: 18-19 ; YES: 28-30 ; DG-18: 29-33 ; CREA: 13-15; OA:
CYAS: 24-28



Caracteres das col6nias: CYA 25 °C, 7 d: col6nias profundas, as vezes elevadas no centro,
crateriformes, radial e concentricamente sulcadas; margens baixas, estreitas (1 mm), inteiras;
micélio imperceptivel; textura aveludada; esporulacdo esparsa a moderada, conidios em
massa verde claro a verde acinzentado (27A5-27C5); exsudato claro, as vezes abundante;
pigmento sollvel ausente; reverso amarelo opaco (3B3). CYA 30 °C, 7 d: colbnias
moderadamente profundas, elevadas no centro, radial, concéntrica e aleatoriamente
sulcadas; margens baixas, estreitas (1 mm), inteiras; micélio inconspicuo; textura aveludada;
esporulagdo esparsa a moderada, conidios em massa verde claro a verde acinzentado (26D5);
pequenas goticulas de exsudato de cor clara ou amarela clara; pigmento soltvel inconspicuo
amarelo claro; reverso amarelo opaco (3B3). MEADbI 25 °C, 7 d: colbnias baixas,
ligeiramente elevadas no centro; margens baixas, estreitas (1 mm), inteiras, micélio branco;
textura flocosa; esporulacdo densa, conidios em massa verde fosco (26D4-26D3); auséncia
de exsudato e pigmento soltvel, laranja claro reverso (5A5). YES 25 °c, 7 d: colbnias
moderadamente profundas, elevadas no centro, radial, concéntrica e aleatoriamente
sulcadas; margens baixas, estreitas (1 mm), inteiras; micélio branco; textura aveludada;
esporulagdo moderada, conidios em massa verde claro a verde acinzentado (27B5); auséncia
de exsudato e pigmento solGvel; reverso amarelo acinzentado (4B5). DG-18 25 °C, 7 d:
colénias moderadamente profundas, radial e concentricamente sulcadas; margens baixas,
estreitas (2 mm), inteiras; micelio branco; textura flocosa; esporulacdo densa, conidios em
massa verde opaco a verde acinzentado (25C5-25E5); auséncia de exsudato e pigmento
soluvel, reverso verde acinzentado (30B4). CREA 25 °C, 7d: crescimento fraco, sem
producdo de acido. OA 25 °C, 7d: colbnias baixas, planas; margens baixas, estreitas (1-2
mm), inteiras; micélio branco; textura aveludada com areas flocosa no centro; esporulagéo
esparsa a moderada; conidios em massa verde acinzentado (28D7) no centro e verde claro
(25A3) na margem; exsudato claro, pigmento soltvel ausente. CYAS 25 °C, 7d: colbnias
profundas, crateriformes, as vezes elevadas no centro, sulcos radiais, concéntricos e
aleatdrios; margens baixas, estreitas (1 mm), inteiras; micélio branco; textura flocosa a
velutinosa; esporulacdo densa, conidios em massa verde fosco (25D4-25D3); auséncia de
exsudato e pigmento sollvel, reverso amarelo palido (2A3).

Micromorfologia AM5S064: conidiéforos biverticilados, raramente monoverticilados e
terverticilados; ocasionalmente com ramos adicionais; estipes de (26-) 43-424 pum de
comprimento, paredes lisas, 2,0-3,0 um de largura; métulas em vértices de 2-5, desiguais

em comprimento, 8-18 (-21) x 2,0-3,0 um; fialides ampuliforme, de 2-9 por métula, 7,0—
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9,0 (-10) x 2-3 um; conidios levemente elipsoidais, subglobosos a globosos, lisos a

levemente rugosos, 2,0-3,0 x 2-2.5 um.

As principais caracteristicas morfolégicas do registro de ocorréncia AM5S064 e do

tipo da espécie Penicillium shearii CBS 290.48 sdo apresentados abaixo na Tabela 11.

Diferencas encontradas estdo em negrito.

Tabela 11. Comparaagéo entre o registro de ocorréncia Penicillium AM5S064 e P. shearii CBS

290.48
Espécies Penicillium Penicillium shearii
P AM5S064 CBS 290.48
CYA25°C 25-27 28-40
CYA30°C 25-29 n.a
CYA37 °C 2-7 (0-) 5-19
. . . , CYA5°C néo cresceu n.a
Cresmmeg?gsraedr:]alnﬁjnlim apos 7 YES 28-30 o5 37
’ DG18 29-33 28-37
CYAS 24-28 n.a
OA 17-18 n.a
CREA 13-15 10-20
Acido em CREA ausente ausente
Caracteristicas das colbnias Pigmento soltvel em
CYA ausente ausente
Forma do conidiéforo biverticilado biverticilado
Textura da estipe lisa lisa
Comprlmgntollargura da (26-) 43424 100-500
estipe (um)
N° de métulas 2-5 2-5(-8)
Comprimento/largura da
métula (um) 8-18 (-21) 10-14x2.0-30
Forma da fialide ampuliforme ampuliforme
N° de fialides 2-9 n.a
Caracteres microscopicos Compnr’n(.antollargura da 7.0-9,0 (-10) x 2-3 70-9.0 X 2-3
fialide (um)
Textura do conidio liso, raramente liso

Forma do conidio

Comprimento/largura do
conidio (um)

levemente rugoso

levemente
elipsoidal,
subgloboso a
globoso

2,0-3,0x2-25

subgloboso e
elipsoidal

2.5-3.0x1.8-2.5

Legenda: n.a — ndo disponivel



4. Discussao

O cerrado é a savana que apresenta maior riqueza em diversidade botanica do mundo
e serve de lar para muitas espécies de plantas e animais endémicos que estdo ameacados de
extingdo (KLINK; MACHADO, 2005). O bioma é considerado um hotspot para politicas de
conservacdo que abriga uma reserva de biodiversidade constantemente ameacada de
destruicdo pela expansdo da froteira agropecuaria e ocupacdo humana (biodiversidade
(MAYERS et al., 2000). Apesar da consideravel biodiversidade relatada para as espécies
botanicas e de animais que ocorrem no bioma, poucos esforgos foram feitos para descrever
a diversidade micoldgica do ecossistema. Com solos altamente intemperizados, acidos, e
combinados com altas concentragdes de aluminio tornam essas savanas ecorregides Unicas
para prospeccdo de novas espécies fungicas (CASTRO et al., 2016). Neste estudo, foram
identificadas cinco novas espécies de Penicillium das se¢des Citrina, Lanata-Divaricata e
Screrotiorum e um registro de ocorréncia da espécie Penicillium shearii.

As especies de Penicillium sdo notoriamente conhecidas pela sua importancia
biotecnoldgica e ambiental. As espécies sdo utilizadas na indastria alimenticia e de
medicamentos, além de produzir enzimas com valor comercial (CARON et al, 2021;
DEMAIN & MARTENS, 2017). Na natureza, decompdem principalmente a celulose,
pectinas e quitinas presentes no solo, garantindo a ciclagem da matéria organica
(CORONADO-RUIZ et al., 2018). As espécies descritas neste estudo foram isoladas em
meio de cultivo de celulose como Unica fonte de carbono e podem apresentar enzimas com
potencial para bioprospeccao na degradagao do biopolimero.

Citrina é uma das secdes de Penicillium com maior nimero de espécies descritas
(42), seus membros sdo abundantes em muitos locais e apresentam ampla distribuicéo
mundial (VISAGIE et al., 2014a; HOUBRAKEN; FRISVAD & SAMSON, 2010) A
maioria das espécies descritas na secdo foram isoladas em solos, assim como as novas
espécies descritas neste estudo. Embora frequentemente habitem o solo, representantes de
Citrina possuem distribuicdo ubiquia e sdo enocntrados em serapilheira, alimentos e
ambientes internos (HOUBRAKEN; FRISVAD & SAMSON, 2010; HOUBRAKEN;
FRISVAD & SAMSON, 2011; SAMSON et al., 2019).

Os isolados pertencentes a se¢do Citrina apresentaram posicionamento taxonémico
Unico nas arvores filogenéticas geradas com os genes benA, CaM e RPB2 (Figura 1, 2 e 3).

Em Penicillium, clados bem suportados gerados por analises filogenéticas das regides BenA,
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CaM e RPB2, geralmente indicam grupos naturais de espécies que podem ser agrupados em
um subgénero, secdo ou série (VISAGIE et al., 2014). Portanto, a classificacdo baseada em
séries é valiosamente Util para inferir possiveis caracteres funcionais que a espécie pode
conter (HOUBRAKEN et al., 2020). Os isolados AMSO2 e AMSO52 pertencem a série
Sumatraensia, e representam a segunda espécie incluida na série. A série Sumatraensia pode
ser filogeneticamente diagnosticada pertencendo ao subgénero Aspergilloides, secédo
Citrina, e relacionada com a série Copticolarum. Em relacdo a morfologia e fisiologia,
apresenta col6nias com crescimento moderado ou rapido; conidio em massa verde azulado,
verde fosco a verde escuro; os conidiéforos sdo predominantemente biverticilados e com
paredes lisas; conidios subglobosos a amplamente elipticos, finamente rugosos; nao crescem
a 37 °C. A morfologia sexual da série € desconhecida; esclerodios ausentes (HOUBRAKEN
etal., 2020). Os isolados AMSO2 e AMSO052 também apresentam colénias com crescimento
rapido a moderado, conidio em massa verde acizentado, verde fosco e amarelo acinzentado
(Figura 12), diferem de P. sumatraense, pois apresentam coldnias menores em CYA, YES e
DG-18; conididforos biverticilados e 1/3 monoverticilados, sem ramificacGes (Tabela 9).

O conjuto de dados obtidos mostram que Penicillium anatolicum e o isolado AMSO5
estdo intimamente relacionados e ambas as espécies sdo filogeneticamente distintas. O
isolado AMSO5 esta junto em um ramo bem suportado estatisticamente (benA=100%;
CaM=99%) com as espécies Penicillium euglaucum, P. anatolicum e P. argentinense
(Figuras 4 e 5). Esse clado refere-se a recém implementada série Euglauca que permanece
com relacgdo filogenética dentro da se¢do ainda nao resolvida (HOUBRAKEN et al., 2020).
Assim como as demais espécies desta série, o isolado AMSO5 apresenta coldnias com
crescimento rapido a restrito, possui conidioforos biverticilados e monoverticilados e
conidios globosos a subglobosos. O isolado é o primeiro da série a apresentar conidios
estritamente rugosos e espiculados . A espécie Penicillium anatolicum apresenta col6nias
maiores em CYA (25 °C e 30 °C) e YES (HOUBRAKEN; FRISVAD & SAMSON, 2011)
em relacdo ao isolado AMSOS5. Além disso, P. anatolicum apresenta estipe e métulas mais
largas e conidios lisos.

Recentemente, Penicillium vascosobrinhous, fungo endofitico isolado de
Melocactus zehntneri do bioma Caatinga foi introduzido a série Euglauca por BARBOSA
et al. (2020). Embora a espécie faca parte da série Euglauca, suas sequéncias ndo foram
utilizadas nas andlises filogenéticas neste estudo devido a espécie possuir identidade inferior
a demais espécies de outras séries apds BLASTn de CaM e BenA, evidenciando um erro de
incorporacédo das sequéncias na plataforma NCBI. Além disso, a espécie consta identificada
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como Penicillium citrinum na base de dados.

Com excessdo de P. vascosobrinhous, o solo parece ser o principal habitat para as
espécies da série Euglauca. Penicillium argentenense e Penicillium euclaucum foram
isolados de solos na Argentina, enquanto Penicillium anatolicum foi documentado em solos
da Tdrquia, EUA e Africa do Sul (HOUBRAKEN; FRISVAD & SAMSON, 2011). O
isolado AMSO5 foi isolado de solos do Cerrado do oeste baiano. As epécies da série
Euglauca, portanto, estdo distribuidas em quatro continentes do globo.

Um grupo de isolados de Penicillium (AMSO6, AMSO7, AMS0O10, AMSO34,
AMO9S067) ndo pode ser atribuido a qualquer espécie descrita de acordo com as analises de
benA, CaM e RPB2. Os isolados sdo filogeneticamente relacionados, mas distinto das
especies da série Euglauca e do isolado AMSO5. O isolado AMSO10 ¢é distinto de
Penicillium analoticum nas seguintes caracteristicas: possui colénias menoresem CYA a 25
e 30 C, ndo cresce a 37 °C, apresenta conidiéforos bi e monoverticilados, métulas com
menor e maior amplitude de crescimento e conidios rugosos e espiculados. Em relacéo a
Penicillium argentinense, difere na taxa de crescimento em CYA 30 °C apresentando
col6nias menores, e em DG-18 e CREA as colbnias sdo mais amplas em diametro,
microscopicamente difere no tamanho da vesicula da do conidiéforo e na textura do conidio.
Comaparado a Penicillium euglaucum apresenta colénias menores em CYA e ndo cresce a
37 °C , possui conidiéforos monoverticilados e com estipes maiores. (Tabela 7). Nas
filogenias de BenA e CaM, o grupo de isolados de Penicillium agrupam em um mesmo clado
com a cepa Penicillium sp. CCDCA11333. Esta cepa esta descrita como Penicillium sulcatus
na tese de SOUZA (2018), porém nado publicada. A cepa Penicillium sp. CCDCA11333
possui micromorfologia muito semelhante ao grupo de isolados descritos neste estudo
diferindo basicamente na textura dos conidios que sdo lisos em Penicillium sp.
CCDCA11333 e rugosos a espiculado para as cepas AMSO6, AMSO7, AMS010, AMSO34
e AM9S067. A cepa Penicillium sp. CCDCA11333 apresenta diametro em CYA 25°C: 24-
26; YES 25°C 47-51; CREA: 17-19 enquanto nossos isolados possuem em CYA 25°C: 19-
23; YES 20-25 e CREA: 14-16. Essas diferencas morfoldgicas podem estar atreladas as
diferentes condicOes de adaptacdo dos isolados visto que a cepa Penicillium sp.
CCDCA11333 foi isolada de solos de canga (afloramentos intemperizados de rochas
ferruginosas) (SOUZA, 2018). Esses dados apontam a plasticidade fisioldgica da nova
espécie e sua distribuicdo em diferentes ecossistemas.

Morfologicamente os isolados AMSO6, AMSO7, AMSO10, AMSO34, AM9S0O67

ndo apresentam caracteristicas significativamente distinta do isolado AMSO5 e podem
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representar espécies cripticas em Penicillium. AMSO5 apresenta ramos subterminais do
conidioforo menores em comprimento em relacdo ao grupo de isolados. Porém o caracter
comprimento de ramos é filogeneticamente pouco informativo para as espécies de Citrina
(HOUBRAKEN; FRISVAD & SAMSON, 2011).

O isolado AM5S064 representa um registro de ocorréncia para a espécie Penicillium
shearii de acordo com as arvores filogenéticas geradas com BeA, CaM e RPB2 (Figuras 4, 5
e 6). A espécie Penicillium shearii pode ser diagndsticada pela produgdo de abundante
producéo de cleistotécio cinza escuro, apresenta crescimento a 37 °C e prozudem 4scosporos
apos longo periodo de incubacdo (HOUBRAKEN; FRISVAD & SAMSON, 2011).
Penicillium shearii ocorre em ramo Unico e a relagdo com outros membros da secdo Citrina
permanece incerta. A espécie sozinha compde a série Sheariorum (HOUBRAKEN et al.,
2020). P. shearii é filogeneticamente relacionado a Penicillium paxilli, mas possui algumas
diferecas pois cresce em CYA 15, 30 e 37 °C, as colbnias sdo maiores em YES. O isolado
AMb5S064 é similar a P. shearii na maioria dos caracteres morfologicos, diferindo apenas
no crescimento em CYA 25 °C: 25-27 mm, enquanto P. shearii possui em CYA 25 °C: 28-
40 mm. Na micromorfologia, o comprimento do conidiéforo de AM5S064 varia de (26-)
43-424 um, ja em P. shearii varia de 100-500 um. (HOUBRAKEN; FRISVAD &
SAMSON, 2011). A espécie apresenta amplamente distribuida e foi isolada principalmente
em solos da Tanzéania, Malasia, Portugal, Honduras, México, Papua-Nova Guiné, em campos
de mandioca na Coldmbia e em mel, pdlem e coméia de abelhas no Brasil (HOUBRAKEN;
FRISVAD & SAMSON, 2011; BARBOSA et al., 2018; HOUBRAKEN et al., 2020).

De acordo com a filogenia dos genes BenA e CaM, os isolados AM1S0O59, AMSO37
e 24.1 representam uma nova espécie para a se¢do Sclerotiorum. Em ambas as arvores, o
isolado AMSO37 oriundo do cerrado é filogeneticamente mais proximo ao isolado 24.1
oriundo da restinga. A provavel nova espécie portanto esta distribuida e adaptada em dois
ecossistemas que diferem em condic¢des climaticas, fatores edéaficas, fisicos e quimicos do
solo. Contudo o isolado AM1S059 na filogenia do gene RPB2 agrupou filogeneticamente
com. a espécie Penicillium austrosinicum. Situacdo similar dentro da se¢do ocorre com a
espécie Penicillium nodositatum que compartilha sequéncias parciais identicas de RPB2
com Penicillium bilaiae e podem representar espécies coespecificas. Em contrapartida,
Alinhamentos oriundos de conjuntos de dados de CaM e BenA contém um alto nimero de indels com
importante sinal filogenético (HOUBRAKEN et al., 2020). Além disso, 0s bancos de dados
disponiveis para B-tubulina e calmodulina s&o muito maiores e abrangem um espectro mais

amplo da diversidade em Sclerotiorum.
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Houbraken & Samson (2011) introduziram a secdo Sclerotiora em Penicillium para
0 'clado 2' formado com base em filogenia multigénica e aceitaram 17 espécies. As col6nias
dos membros da secéo sdo pigmentadas em tons de amarelo e / ou laranja, e reverso em tons
de amarelo, laranja ou vermelho. Esclerddios e cleistotécios quando presentes apresentam
cores brilhantes. Os caracteres morfoldgicos sdo particulamente informativos para a se¢do
sendo possivel a identificacdo das espécies utilizando apenas a morfologia (VISAGIE et al.,
2013). A secdo é bem suportada filogeneticamente e possui trés grandes clados que
correspondem as séries Adametziorum, Herqueorum e Sclerotiorum. Com frequéncia as
caracteristicas microscopicas sdo filogeneticamente precisas, 0s membros da série
Hergueorum possuem conidioforos biverticilados, em contraste com as demais espécies das
séries Sclerotiorum e Adametziorum, que sdo monoverticiladas (HOUBRAKEN et al.,
2020). Os isolados AMSO37, 24.1 e AM1S059 pertencem a série Sclerotiorum e assim
como as demais espécies da série produzem conidiéforos monoverticilados, col6nias em
cores laranja, auséncia de pigmento soltvel, exudato vermelho a alaranjado em diferentes
meios, conidios subglobosos a globosos com parede levemente enrugada, além de germinar
a5°C e 37 °C. Os isolados apresentam algumas diferencas com a espécie filogeneticamente
relacionada, Penicillium maximae (VISAGIE et al., 2013), tais como: colonias em menor
didmetro em CYA 25 °C, CYA 30 °C, YES e CYAS e maiores em DG-18; conidioforos
estritamente monoverticilados e maiores, além de diferir na textura e forma do conidio
(Tabela 6).

No Brasil foram descritas 7 novas espécies de Penicillium da se¢do Sclerotiorium:
Pencillium restingae isolado do solo do ecossistema restinga na Bahia (CROUS et al., 2014),
Penicillium fernandesiae, Penicillium mellis, Penicillium meliponae sdo oriundos de mel,
polém e ninhos de abelhas sem ferrdo (BARBOSA et al., 2018), Penicillium
reconvexovelosoi de material de serrapilheira (CROUS et al., 2019) Penicillium barbosae e
Penicillium limae de solo de canaviais em area desmatada de Mata Atlantica de Pernambuco
(RAMOS et al., 2021). As espécies pertencentes a secdo ocorrem regularmente e sdo
abundantes em substratos expostos ao solo. A regido Nordeste pode representar um local
prevalente para a ocorréncia e distribuicdo de espécies de Sclerotiorum.

A secdo Lanata-divaricata € uma secdo rica em espéecies em Penicillium com 76
representantes descritos. A nova espécies da secdo Lanata-Divaricata apresentada nesse
estudo pertence a série Simplicissima (HOUBRAKEN et al., 2020). As analises filogenéticas
geradas com BenA e CaM indicam o isolado AMSO19 corresponde a uma nova espécie de
Penicillium préxima a Penicillium globosum. O isolado AMSO19 difere nas seguintes

92



caracterisricas morfoldgicas: apresentam coldnias maiores em CYA 25 °C, YES, CYAS e
CREA e menor diametro em CYA 30 °C (Tabela 10). P. globosum apresenta crescimento
em CYA a 37 °C, produz acido em CREA moderado, produz exudato e a esporulacdo varia
de moderada a densa (DIAO et al., 2018), enquanto o isolado AMSO19 possui forte
producdo de &cido, ndo apresenta exudato e o grau de esporulacdo é esparsa. As
caracteristicas microscopicas ndo foram comparadas pois o isolado AMSO19 néo produziu
estruturas assexuadas nos meios padrées CYA e Meabl. Recentemente, a nova espécie
descrita Penicillium sexuale da se¢do Crypta também ndo apresenta producédo de estruturas
assexuadas em diversos meios de cultura avaliados, reproduzindo-se apenas sexualmente
apos trés meses (RODRIGUEZ-ANDRADE; STCHIGEL & CANO-LIRA., 2021)

DIAO et al (2018), introduziram 11 (incluir nome das espécies) novas espécies na
secdo Lanata-divaricata que preferem ou toleram ambientes &cidos. As espécies foram
coletadas de solos acidos (pH 4-6,5) em regides tropicais e subtropicais da China. Os solos
do cerrado do oeste baiano apresentam pH (4-6,4) (FONTANA et al., 2016) bastante similar
ao solo das espécies descritas por DIAO et al (2018). E provavel que o isolado AMSO19
também tolere ambientes acidos, ja que os solos do Cerrado apresentam pH baixo. A cepa
pode possuir provavel potencial biotecnolégico ja que foi isolado em meio celulolitico e
pode compartilhar a caracteristica de tolerar ou preferir ambientes acidos assim como a
espécie proxima mais proxima.

Em apenas seis anos 129 espécies novas foram incluidas ao género Penicillium. Esse
acréscimo pode estar relacionado ao acesso a biodiversidade por meio de novos ambientes
com singularidades ecoldgicas que potencialmente apresentam espécies desconhecidas.
Penicillium vascosobrinhous foi descrita recentemente como uma nova espécie endofitica
da secdo Citrina isolada do bioma caatinga, regido com temperaturas elevadas e ciclo de
chuvas irregulares (BARBOSA et al., 2020). Penicillium excelsum da se¢do Lanata-
Divaricata foi isolado do ecossistema de castanha-do-pard na Bacia Amazonica
(TANIWAKI et al., 2015). Penicillium ulleungdoense, da se¢do Sclerotiorum também
representa uma nova especie endofitica isolada na ilha vulcanica Ulleung, na Coréia do Sul
(CHOI et al., 2021). Além de 13 novas espécies oriundas de solos acidos da China e 4
espéceie novas xerofilicas da Espanha foram incluidas na se¢do Lanata-Divaricata (DIAO et
al., 2018; RODRIGUEZ-ANDRADE; STCHIGEL; CANO-LIRA, 2021).
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5. Conclusao

O bioma cerrado confirmou ser um ambiente que abriga diferentes espécies de
Penicillium provenientes de dististas se¢0es. Neste trabalho foram identificadas cinco novas
espécies das se¢des Citrina, Lanata-Divaricata e Sclerotiora e um registro de ocorréncia da
especie Penicillium shearii. O bioma apresenta um potencial local para a descri¢ao de novas

especies fangicas.

6. Referéncias

ALHO, C. J. The value of biodiversity. Brazilian Journal of Biology, v. 68, p.1115-1118,
2008.

ANDRADE, E. R.; STCHIGEL, A. M.; LIRA, J. F. C. New xerophilic species of
Penicillium from soil. Journal of Fungi, v. 7, n. 2, p. 126, 2021.

ALTSCHUL, S. F.; MADDEN, T. L.; SCHAFFER, A. A.; ZHANG, J.; ZHANG, Z.;
MILLER, W.; LIPMAN, D. J. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs. Nucleic acids research, v. 25, n. 17, p. 3389-3402, 1997.

BARBOSA, R. N.; SOUZA-MOTTA, C. M.; FRISVAD, J. C.; SAMSON, R. A;
OLIVEIRA, N. T.; HOUBRAKEN, J. New Penicillium and Talaromyces species from
honey, pollen and nests of stingless bees. Antonie van Leeuwenhoek, v. 111, n. 10, p.
1883-1912, 2018.

BARBOSA, R. D. N.; BEZERRA, J. D. P.; SANTOS, A. C. D. S;; MELO, R. F. R;;
HOUBRAKEN, J.; OLIVEIRA, N. T.; SOUZA-MOTTA, C. M. D. Brazilian tropical dry
forest (Caatinga) in the spotlight: an overview of species of Aspergillus, Penicillium and
Talaromyces (Eurotiales) and the description of P. vascosobrinhous sp. nov. Acta Botanica
Brasilica, v. 34, p. 409-429, 2020.

BRECCIA, J. D.; CASTRO, G. R.; BAIGORI, M. D.; SINERIZ, F. Screening of
xylanolytic bacteria using a colour plate method. Journal of Applied Bacteriology, v. 78,
n.5, p. 469-472, 1995.

BUSTAMANTE, M. M. D. C.; NARDOTO, G. B.; PINTO, A. D. S.; RESENDE, J. C. F,;
TAKAHASHI, F. S. C.; VIEIRA, L. C. G. Potential impacts of climate change on
biogeochemical functioning of Cerrado ecosystems. Brazilian Journal of Biology, v. 72,
p. 655-671, 2012.

CASTELLANI, A. A. Maitenance na cultivation of the common pathogenic fungi of man.
In sterile distilled water. Further researches. Journal of Tropical Medicine, v. 70, p. 181-
184, 1967.

CASTRO, A. P.; SARTORI DA SILVA, M. R. S.; QUIRINO, B. F.; DA CUNHA
BUSTAMANTE, M. M.; KRUGER, R. H. Microbial diversity in Cerrado biome

94



95

(neotropical savanna) soils. PLoS One, v. 112, p. 0148785, 2016.

CHOI, D. H.; YOU, Y. H.; LEE, I. S.; HONG, S. B.; JUNG, T. Y.; KIM, J. G. Penicillium
ulleungdoense sp. nov. from Ulleung Island in Korea. Mycobiology, v. 49, n. 1, p. 46-53,
2021.

CORONADO-RUIZ, C.; CORONADO-RUIZ, C.; AVENDANO, R.; ESCUDERO-
LEYVA, E.; CONEJO-BARBOZA, G.; CHAVERRI, P.; CHAVARRIA, M. Two new
cellulolytic fungal species isolated from a 19 th-century art collection. Scientific Reports,
v.8,n. 1, p. 1-9, 2018.

CROUS, P. W. et al. Fungal Planet description sheets: 214-280. Persoonia: Molecular
Phylogeny and Evolution of Fungi, v. 32, p. 184, 2014.

CROUS, Pedro W. et al. Fungal Planet description sheets: 868—-950. Persoonia: Molecular
Phylogeny and Evolution of Fungi, v. 42, p. 291, 2019.

DEMAIN, L.; MARTENS, E. Production of valuable compounds by molds and yeasts. The
Journal of antibiotics, v. 70, n. 4, p. 347-360, 2017.

DIAO, Y. Z.; CHEN, Q.; JIANG, X. Z.; HOUBRAKEN, J.; BARBOSA, R. N.; CAI, L,
WU, W. P. Penicillium section Lanata-divaricata from acidic soil. Cladistics, v. 35, n. 5,
p. 514-549, 2019.

DOYLE, J. J. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, v. 12, p. 13-15, 1990.

FONTANA, A..; TEIXEIRA, W. G.; BALIEIRO, F. D. C.; MOURA, T. P. A. D,
MENEZES, A. R. D.; SANTANA, C. | Caracteristicas e atributos de latossolos sob
diferentes usos na regido Oeste do Estado da Bahia. Pesquisa Agropecudria Brasileira, v.
51, p. 1457-1465, 2016.

GARCIA, W. M.; ZAGO, B. W.; NUNES, J. R. S.; CARVALHO, I. F. Diversity of
filamentous fungi in Cerrado soil under native vegetation. Revista Brasileira de
Biociéncias, v. 13, n. 4, p. 245-249, 2015.

HAN, M. V.; ZMASEK, C. M. phyloXML: XML for evolutionary biology and comparative
genomics. BMC bioinformatics, v. 10, n. 1, p. 1-6, 20009.

HOUBRAKEN, J. A. M. P.; SAMSON, R. A. Phylogeny of Penicillium and the segregation
of Trichocomaceae into three families. Studies in mycology, v. 70, p. 1-51, 2011b.

HOUBRAKEN, J; FRISVAD, J. C.; SAMSON, R. A. Taxonomy of penicillium section
Citrina. Studies in mycology, v. 70, p. 53-138, 2011a.

HOUBRAKEN, J. A. M. P; FRISVAD, J. C.; SAMSON, R. A. Taxonomy of Penicillium
citrinum and related species. Fungal Diversity, v. 44, n. 1, p. 117-133, 2010.

HOUBRAKEN, J.; KOCSUBE, S.; VISAGIE, C. M.; YILMAZ, N.; WANG, X. C;
MENER, M.; KRAAK, B.; HUBKA, V.; BENSCH, K.; SAMSON, R. A.; FRISVAD, J. C.



Classification of Aspergillus, Penicillium, Talaromyces and related genera (Eurotiales): An
overview of families, genera, subgenera, sections, series and species. Studies in mycology,
v. 95, p. 5-169, 2020.

KATOH, K.; ROZEWICKI, J.; YAMADA, K. D. MAFFT online service: multiple
sequence alignment, interactive sequence choice and visualization. Briefings in
bioinformatics, v. 20, n. 4, p. 1160-1166, 2019.

KLINK, C. A.; MACHADO, R. B. Conservation of the Brazilian cerrado. Conservation
biology, v. 19, n. 3, p. 707-713, 2005.

KORNERUP, A.; WANSCHER, J. H. Methuen handbook of colour. Methuen handbook
of colour., 1967.

LIANG, L. J.; JEEWON, R.; DHANDEVI, P.; DURAIRAJAN, S. S. K.; LI, H.; LIN, F. C;
WANG, H. K. A Novel Species of Penicillium with inhibitory effects against Pyricularia
oryzae and fungal pathogens inducing citrus diseases. Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology, v. 10, p. 923, 2021.

MAYERS, N.; MITTERMEIER, R. A.; MITTERMEIER, C. G.; DA FONSECA, G. A;
KENT, J. Biodiversity hotspots for conservation priorities. Nature, v. 403, n. 6772, p. 853-
858, 2000.

MONTEIRO, M. C. P.; PASSAMANI, F. R. F.; TERRA, M. F.; SILVA, D. M.; CIRILLO,
M. A.; BATISTA, L. R. Soilborne fungi of the Aspergillus and Penicillium genera in a
preserved region of the Brazilian Cerrado biome. Journal of Microbiology Research, v. 6,
n. 1, p. 14-22, 2016.

O’CALLAHAN, D.; VAIDYA, A.; DONALDSON, L.; SINGH, T. Penicillium rotoruae, a
new Species from an In-Ground Timber Durability Test Site in New Zealand. Current
Microbiology, v. 77, n. 12, p. 4129-4139, 2020.

RAMOS, S. M. S.; CRUZ, R.; BARBOSA, R. N.; HOUBRAKEN, J.; MACHADO, A. R;;
MOTTA, C. M. S.; OLIVEIRA, N. T. Two new Penicillium section Sclerotiorum species
from sugarcane soil in Brazil. Mycological Progress, v. 20, n. 6, p. 823-835, 2021.

RATTER, J. A.; BRIDGEWATER, S.; RIBEIRO, J. F. Analysis of the floristic composition
of the Brazilian cerrado vegetation I11: comparison of the woody vegetation of 376 areas.
Edinburgh journal of botany, v. 60, n. 1, p. 57-109, 2003.

SAMSON, R. A.; HOUBRAKEN, J., THRANE, U., FRISVAD, J. C., & ANDERSEN, B.
Food and indoor fungi. Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, 2019.

SOUZA, S. C. Diversidade de espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces
isolados do solo de canga do Quadrilatero Ferrifero. 2018. 138 p. Tese (Doutorado em
Microbiologia Agricola)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2018.

96



TAMURA, K.; STECHER, G.; PETERSON, D.; FILIPSKI, A.; KUMAR, S. MEGAG:
molecular evolutionary genetics analysis version 6.0. Molecular biology and evolution, v.
30, n. 12, p. 2725-2729, 2013.

TANIWAKI, M. H.; PITT, J. I.; IAMANAKA, B. T.; MASSI, F. P.; FUNGARO, M. H. P,;
FRISVAD, J. C. Penicillium excelsum sp. nov from the Brazil Nut Tree Ecosystem in the
Amazon Basin’. PL0oS One, v. 10, n. 12, p. e0143189, 2015.

VELJOVIC, Sonja P. et al. Infection capacity of the pathogens Penicillium italicum and P.
expansum in orange during storage. Food and Feed research, v. 44, n. 1, p. 31-38, 2017.

VISAGIE, C. M.; FRISVAD, J. C.; HOUBRAKEN, J.; VISAGIE, A.; SAMSON, R. A;;
JACOBS, K. A re-evaluation of Penicillium section Canescentia, including the description
of five new species. Persoonia-Molecular Phylogeny and Evolution of Fungi, v.46, p.
163-187, 2020.

VISAGIE, C. M.; HOUBRAKEN, J.; FRISVAD, J. C.; HONG, S. B.; KLAASSEN, C. H.
W.; PERRONE, G.; SEIFERT, K. A.; VARGA, J.; YAGUCHI, T.; SAMSON, R. A.
Identification and nomenclature of the genus Penicillium. Studies in Mycology, v. 78, p.

343-371, 2014b.

VISAGIE, C. M.; SEIFERT, K. A.; HOUBRAKEN, J.; SAMSON, R. A.; JACOBS, K.
Diversity of Penicillium section Citrina within the fynbos biome of South Africa, including
a new species from a Protea repens infructescence. Mycologia, 106(3), 537-552, 2014a.

VISAGIE, C. M.; HOUBRAKEN, J.; RODRIQUES, C.; PEREIRA, C. S,
DIJKSTERHUIS, J.; SEIFERT, K. A.; SAMSON, R. A. Five new Penicillium species in
section Sclerotiora: a tribute to the Dutch Royal family. Persoonia: Molecular Phylogeny
and Evolution of Fungi, v. 31, p. 42, 2013.

97



APENDICE 1

A técnica BOX-PCR foi usada para diminuir o nimero de isolados a serem
sequenciados. As reacdes para BOX-PCRs tiveram um volume final de 25 pL que continha
2 UL de templete de DNA, 1 x de solugdo tamp&o de PCR. , 0.71 mM It dNTP mix, 12 mM
I1 MgCly, 2 pmol/ pL do primer BOXAIR (5’-CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-
3”) e 0.08 pmol of Tag DNA polimerase (Invitrogen, 5 U/pL). As condicdes de ciclagem
para PCR foram: uma primeira etapa de desnaturacdo a 95 ° C por 5 min, seguida por 10
ciclos de 94 ° C por 1 min, 40 ° C por 30se 72 ° C por 1 min e 30 ciclos de 90 ° C por 1 min,
48 ° C por 30se 72 ° C por 1 min e, em seguida, uma etapa de extensdo final a 72 ° C por
10 min. Os produtos da BOX-PCR foram fracionados em géis de agarose a 2% seguido de

visualizagdo com brometo de etidio sob luz ultravioleta (Apéndice 1).
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Apéndice 1. Gel Box-PCR simplificado mostrando 10 perfis genéticos obtidos dos 58 isolados
de Penicillium oriundos do cerrado.
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