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RESUMO

FIGUEIREDO, C. N. REGISTRO DE OCORRENCIA E DESCRICAO DE
NOVAS ESPECIES DE Aspergillaceae E Dothideomycetes DA
RESTINGA DE GUAIBIM- BA.

Formadas no periodo Quaternario, 0s ecossistemas restingas sao
associados ao bioma tropical Mata atlantica. Esse ecossistema tem sofrido
constantemente grande impacto devido as atividades antropicas, levando a
uma degradacdo sem precedentes da sua diversidade bioldgica.
Considerado o ecossistema mais ameacado do pais, o desmatamento nas
restingas ainda € negligenciado, portanto, politicas mais eficazes sé&o
necessarias para preservacao e conservacdo dessas areas, uma vez que
possuem uma grande biodiversidade de flora, fauna e microrganismos.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi identificar em nivel de espécie, isolados
fungicos obtidos da coleta de amostras de serrapilheira e solo da restinga de
Guaibim, BA. O isolamento foi realizado pela técnica de diluicdes seriadas. O
DNA dos isolados foi extraido e utilizado como molde para amplificar via PCR
regibes génicas especificas. As arvores filogenéticas foram geradas no
programa MEGA 5.2. Os isolados foram caracterizados morfologicamente
utiizando meios de cultura especificos e incubados em diferentes
temperaturas. De acordo com os resultados das analises filogenéticas, os
caracteres morfolégicos dos isolados foram comparados com as das
espécies relacionadas filogeneticamente. Desse modo, identificamos
espécies dos géneros Aspergillus, Latorua, Nigrograna, Neoscytalidium,
Penicilium e Tremateia, contribuindo para ampliar o conhecimento da
diversidade fangica das restingas e brasileira.

Palavras-chave: Diversidade fangica; ecossistemas tropicais; taxonomia
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ABSTRACT
FIGUEIREDO, N. C. REGISTRATION OF OCCURRENCE AND

DESCRIPTION OF NEW SPECIES OF Aspergillaceae AND
Dothideomycetes FROM THE GUAIBIMBA RESTINGA.

Restingas are ecosystems formed in the Quaternary period and are
associated with the tropical Atlantic Forest biome. This ecosystem has
constantly suffered great impact due to human activities, leading to an
unprecedented degradation of its biological diversity. Considered the most
threatened ecosystem in the country, deforestation in restingas is still
neglected, therefore, more effective policies are needed for the preservation
and conservation of these areas, since they have a great biodiversity of flora,
fauna and microorganisms. Therefore, the objective of this work was to
identify, at species level, fungal isolates obtained from the collection of litter
and soil samples from the restinga of Guaibim, BA. Isolation was performed
using the serial dilution technique. The DNA of the isolates was extracted and
used as a template to amplify specific gene regions via PCR. The
phylogenetic trees were generated in the MEGA 5.2 program. Isolates were
morphologically characterized using specific culture media and incubated at
different temperatures. According to the results of the phylogenetic analyses,
the morphological characters of the isolates were compared with those of the
phylogenetically related species. In this way, we identified species of the
genera Aspergillus, Latorua, Nigrograna, Neoscytalidium, Penicillium and
Tremateia, contributing to expand the knowledge of fungal diversity in
restingas and in Brazil.

Keywords: Fungal diversity; tropical ecosystems; taxonomy
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INTRODUCAO GERAL

Entende-se por Restinga os ecossistemas que engloba comunidades
vegetacionais distintas, localizadas em corddes arenosos que podem ser de
origem marinha, fluvial, lagunar ou edlica formados do periodo quaternario.
As restingas sao consideradas comunidades vegetacionais edaficas, pois
dependem mais da natureza do solo que do clima (RESOLUCAO CONAMA
n° 261, de 30 de junho de 1999).

O solo das restingas € acido, arenoso e pobre em nutrientes, em alguns
casos 0 aerossol da agua do mar é a principal fonte de nutrientes para as
plantas (BONILHA et al., 2012). A vegetacao das restingas € um mosaico de
formacdes vegetacionais com fitofisionomias distintas, definidas pelas
caracteristicas dos substratos, que possuem processos deposicionais e
idades distintos (BONILHA et al., 2012; RIZZINI, 1997).

As restingas cobrem 79% da costa brasileira (ARAUJO, 1992), contudo,
a densidade demogréfica na zona costeira € cinco vezes superior & média
nacional, assim, a restinga € um dos ecossistemas mais impactados e
considerado o mais ameacado do pais. As areas remanescentes tém sofrido
intenso impacto antropico, como supressao da vegetacao para abertura de
estradas, industria imobilidria depdsitos de lixo e extracdo ilegal de areia
(ROCHA et al, 2003; ROCHA et al, 2007; COSENDEY, ROCHA, MENEZES,
2016).

Até recentemente, a maior parte do conhecimento sobre a
biodiversidade das restingas restringia-se a sua flora e fauna, contudo esse
cenario estda mudando. Estudos recentes indicam que esse ecossistema
possui uma grande diversidade de bactérias, fungos endofiticos, micorrizas,
leveduras e fungos filamentosos (MENDES & TSAI, 2018; MUSSI-DIAS et
al., 2020; SILVA et al., 2017). Apesar da extensao da diversidade microbiana
das restingas ainda ser desconhecida alguns trabalhos mostram que a sua
microbiota comporta espécies desconhecidas e que possuem potencial
biotecnolégico relevante (ANDRADE et al., 2018; ANDRADE et al., 2019a;
ANDRADE et al., 2019b). Estes resultados apontam para a necessidade de
estudos sistematicos sobre a diversidade microbiana das restingas em

virtude da iminente perda de diversidade desse ecossistema decorrente de
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acOes antropicas.

A Area de Protecdo Ambiental (APA) de Guaibim faz parte das areas
consideradas prioritarias para conservacao no Brasil pelo Ministerio do Meio
Ambiente (MMA, 2007). O ecossistema predominante desta APA € uma
restinga que possui 8 formacles vegetacionais distintas que inclui, pelo
menos uma espécie ameacada de extincdo (MARTINS, 2012). Apesar da sua
relevancia biolégica ndo existem politicas publicas para a conservacao desta
APA e suas formacdes vegetacionais sdo frequentemente submetidas a
impactos antropicos que resultam na sua descaracterizacdo e na perda de
biodiversidade. Neste trabalho serdo apresentados resultados de estudos
sobre a diversidade taxonémica de fungos filamentosos celuloliticos da
restinga da APA de Guaibim. Esta comunidade especifica de fungos foi
escolhida pela sua relevancia da mineralizacdo da matéria organica vegetal,
um processo particularmente relevante para a estruturacdo e manutencao
das formacdes vegetacionais das restingas, visto que o0 solo desse

ecossistema, em geral € pobre em nutrientes.

OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo identificar e descrever isolados
fangicos do solo e da serrapilheira da Area de Protecdo Ambiental da

Restinga de Guaibim, Bahia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as caracteristicas macromorfolégicas em diferentes meios
de cultura dos isolados fangicos;

e Medir e edescrever estruturas micromorfélogicas;

e Realizar filogenia molecular dos isolados fungicos com as espécies

relacionadas filogeneticamente;

20



REVISAO DE LITERATURA

1. Taxonomia de fungos filamentosos

A taxonomia € a ciéncia que trata da identificacdo e descricdo dos
seres vivos em unidades de biodiversidade denominadas taxa, com base na
morfologia, filogenia molecular, ecologia e comportamento (PARFREY et al.,
2006; RUGGIERO et al., 2015). Os fungos por anos foram considerados
como plantas, no entanto estes organismos sdo heterotréficos, ndo realizam
fotossintese, ndo possuem clorofila e a parede celular € constituida por
quitina. Desse modo, no ano de 1969, Robert Whittaker propds a criacdo de
um téxon que incluisse exclusivamente os fungos o Reino Fungi
(WHITTAKER, 1969). Com base em caracteristicas morfologicos e
reprodutivas, os fungos foram inicialmente agrupados em 4 filos:
Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota (WHITTAKER,
1969). Esta classificacédo foi extensivamente mudada ao longo do tempo e
atualmente, com bases em filogenias moleculares, os fungos sao agrupados
em 18 filos, 23 subfilos, 74 classes, 215 ordens, 731 familias e 5377 géneros
(TEDERSOO, et al., 2018).

Atualmente, existem 120.000 espécies fungicas aceitas, contudo,
estimativas apontam que ha cerca de 12 milh8es de espécies fungicas
distribuidas mundialmente, representando o segundo maior grupo de
eucariotos do planeta (HAWKSWORTH & LUCKING, 2017; WU et al., 2019).
A maioria (99%) das espécies fungicas conhecidas constituem o grupo dos
fungos verdadeiros, dentre estas, a maior parte pertencem aos filos
Ascomycota e Basidiomycota (LUCKING et al., 2020). O filo Ascomycota,
também chamado de fungos de saco, contém o maior nimero de espécies
fungicas, abrigando mais de 80.000, incluindo as leveduras, liquens, mofos,
microfungos parasitas e enddfiticos (WIJAYAWARDENE et al.,, 2017).
Espécies pertencentes a esse filo sdo caracterizadas por apresentarem
ascos, que produzem de gquatro a oito ascdésporos meiéticos (SCHOCH et al.,
2009).

Tradicionalmente, as caracteristicas morfoloégicas eram centrais para

distincdo de espécies fungicas (RAJA et al, 2017). O uso de dados
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morfolégicos na identificacdo de espécies é importante na compreensao do
processo evolutivo desses caracteres, entretanto, devido a pouca
variabilidade intra e interespecifica, o numero limitado de caracteres e
evolucao convergente a identificacdo e descricdo de espécies fungicas com
base apenas na morfologia resultava na subestimacdo da diversidade
taxondmica desses organismos (GIRAUD et al., 2008). Este problema foi, em
grande parte resolvido com a abordagem polifasica na identificacdo e
descricdo de espécies fungicas. Na taxonomia polifasica, a identificacdo e
descricdo de novas espécies envolvem estudos morfofisiolégicos,

micromorfologicos e filogenias moleculares multilocus (RAJA et al., 2017).

2. Importéancia econdmica dos fungos

Os fungos ocorrem de duas formas: leveduriforme e filamentosos. As
leveduras séo unicelulares e se reproduzem pelo processo de brotamento,
enguanto que os bolores possuem seu corpo formado por dois tipos de hifas:
assimilativas e reprodutivas. As hifas assimilativas compdem o micélio e tem
funcdo de absorver nutrientes do meio, por sua vez, as hifas reprodutivas ou
aéreas produzem 0s esporos que sdo dispersos e germinam em condicdes
favoraveis, propagando as espécies (ALBRECHT et al., 1996).

Os fungos, tanto leveduras, bem como bolores tém contribuido
significativamente na salde e bem-estar dos seres humanos. A fabricacao de
bebidas fermentadas datam desde 7.000 anos aC na aldeia neolitica de
Jiahu, na China (SICARD & LEGRAS, 2011). No antigo Egito e na
Mesopotamia as bebidas mais utilizadas era vinhos e cervejas. Ainda no
antigo Egito, foram encontradas evidéncias de p&o fermentado. Embora, os
povos antigos nao tivessem conhecimento dos microrganismos envolvidos
nesses processos fermentativos, a fermentacdo pelas leveduras do género
Saccharomyces foi utilizada por milhares de anos (SICARD & LEGRAS,
2011).

Ainda na induastria alimenticia, durante os ultimos 4000 anos,
Penicillium roqueforti foi utilizado na produgéo de queijos azuis (DEMAIN &
MARTENS, 2017). Outras espécies, como Penicillum camemberti é

explorada para fabricacdo de queijos brancos, enquanto que trufas e
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cogumelos séo fontes diretas de alimentos ou ainda podem ser utilizados na
composicdo de diversos pratos (VALLONE et al., 2014). O &cido citrico
produzido por Aspergillus ninger é utilizado como aromatizante, conservante,
acidulante e regulador de pH nas industrias alimenticias, bebidas e
cosmeéticas (CAIRNS et al., 2018). A espécie Rhizopus oryzae produz acido
latico, utilizado como acidulante e conservante (FU et al., 2016).

A rapida industrializacdo no mundo contemporéneo resultou no
aumento do uso de corantes sintéticos nas inddstrias alimenticias,
cosmeéticas, farmaceduticas e téxtil. Entretanto, esses corantes tem efeitos
cancerigénos, imunossupressores e prejudicam o meio ambiente. Desse
modo, a busca por pigmentos naturais tém aumentado e séo utilizados como
alternativa mais saudavel e ecologicamente correta aos corantes artificiais
(VENIL et al., 2020). Estudos indicam que os pigmentos naturais de fungos
filamentosos sdo as melhores alternativas aos sintéticos, uma vez que sao
biodegradaveis, facil processamento, e possuem resisténcia contra agentes
bioticos e abioticos (EISENMAN & CASADEVALL, 2012; VENIL et al., 2020).

Entre as fontes ndo convencionais, os fungos filamentosos sédo
conhecidos por produzirem uma variedade de pigmentos coloridos que
incluem vérias classe quimicas como, carotendides, melaninas, flavinas,
fenazinas, quinonas, monascinas, violaceina ou indigo (DUFOSSE et al.,
2014). Os pigmentos policetideo vermelho e amarelo de espécies de
Monascus tem sido comercialmente produzidos e usados legalmente como
corantes alimentares (MAPARI, THRANE & MEYER, 2010). Na industria téxtil
Penicillum murcianum e Talaromyces australis produtores de pigmentos
amarelo e vermelho, se mostraram satisfatérios no tingimento dos tecidos
(HERNANDEZ et al., 2018). Outras familias flngicas tem sido descritas como
potentes produtoras de pigmentos naturais: Monascaceae, Trichocomaceae,
Nectriaceae, Hypocreaceae, Pleosporaceae, Cordycipitaceae, Xylariaceae,
Chaetomiaceae, Sordariaceae, Chlorociboriaceae, Hyaloscyphaceae,
Hymenochaetaceae, Polyporaceae, Ophiostomataceae, Tremellaceae,
Herpotrichiellaceae eTuberaceae (LAGASHETTI et al., 2019).

Ainda nas induastrias, as enzimas produzidas por fungos possuem
varias aplicacles e catalisam uma variedade de reacdes quimicas, podendo

reduzir o gasto energético em alguns processos e a poluicdo ambiental.
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Metade das enzimas utilizadas comercialmente séo provenientes dos fungos
filamentosos, as principais sdo: proteases, celulases, xilanases, lipases,
amilases e fitases (MCKELVEY & MURPHY, 2017). Essas enzimas séo
produzidas por diferentes géneros fungicos, incluindo Aspergillus, Coriolus,
Fusarium, Penicillium, Phanerochaete, Trichoderma e Pichia. Elas séo
usadas amplamente nas industrias de papel, farmaceduticas, alimenticias,
bio-branqueamento de polpa de madeira, bioprocessamento de téxteis,
aditivos alimentares para aves, melhoria nas propriedades nutricionais de
alimentos e extracdo de oleos vegetais (KUHAD, GUPTA & SINGH , 2011;
SINGH, 2019). Nas industrias de bebidas sdo utilizadas na fabricacdo de
sucos de frutas, cervejas e atuam na qualidade do vinho (IMRAN et al., 2016).

As proteases representam um dos maiores grupos de enzimas usadas
pela industrias e representam cerca de 60% das vendas totais de enzimas no
mundo (ZAMBARE, NILEGAONKAR & KANEKAR, 2011). Essas enzimas
catalisam a hidrélise de ligagBes peptidicas em outras proteinas. A celulase
exerce um papel importante na producao de bioetanol (KUHAD, GUPTA &
SINGH , 2011; SRIVASTAVA et al., 2018). Por sua vez, as amilases fungicas
sdo utilizadas desde a conversao de amido em xaropes de acucar até a
producdo de ciclodextrinas para a indastria farmacéutica (SUNITHA et al.,
2012).

Ainda na industria farmaceutica, a primeira grande contribuicao foi em
1928, quando Alexander Fleming descobriu a penicilina, o primeiro antibiotico
produzido por Penicillium notatum (renomeado Penicllium rubens), utilizado
no tratamento contra infecgdes bacterianas (GAYNES, 2017). A descoberta
de Fleming deu inicio a era das drogas microbianas. Posteriormente, a busca
de bioprodutos produzidos por microrganismos continuou, e foi constatado
gue outras espécies de Penicillium produzem importantes drogas. Penicillium
brevicompactum é produtor da mevastina/compactina, que atua na reducao
do colesterol e do acido micofendlico, um medicamento imunossupressor
BROW et al.,1976; FLOREY, et al., 1946; MURTHY et al., 1999). A espécie
Penicillium griseofulvum €& explorada na produgdo do antifingico
griseofulvina.

Na agricultura, o género Trichoderma é utilizado em larga escala no
controle biolégico (POVEDA, ABRIL-URIAS e ESCOBAR, 2020). Outras
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sspécies dos géneros Fusarium, Penicillium, Pythium, Piriformospora e
Sebacinales séo utilizadas na promocéo e inducao da imunidade nas plantas
(CORNEJO et al., 2014; ALTAF et al., 2018). Em contraste, varias espécies
fungicas se destacam por causar grandes perdas anualmente na agricultura
(GODFRAY, CROZ & ROBINSON, 2016). Embora ndo sejam consideradas
as principais doencas em plantas, algumas especies dos géneros Aspergillus
e Penicillium podem contaminar produtos agricolas em diferentes estagios,
durante a pré-colheita, colheita, processamento e manuseio. Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus sdo conhecidos produtores de aflatoxinas e
freqientemente contaminam produtos agricolas como amendoim, milho,
arroz e produtos derivados (PERRONE et al., 2007; WANG et al., 2017).
Penicillium expansum possui uma distribuicAio mundial e causa a
deterioracdo na uva, morango, péra oriental, maca e citros (KIM, et al, 2007).
Devido a coloracdo apresentada pelos esporos visiveis em frutos
contaminados, o termo “bolor azul” é empregado para se referir a essa
espécie (KIM, et al, 2007; ERRAMPALLI, 2014).

Membros da classe Dothideomycetes sdo os fitopatbgenos que
infectam a maioria das principais culturas de mono e dicotiledéneas, incluindo
espécies alimenticias e causam grandes perdas agricolas anualmente na
maioria das areas cultivadas do mundo. Espécies dos géneros Coccliobolus,
Didymella, Phaeosphaeria, Pyrenophora, Venturia, Mycosphaerella e
Leptosphaeria sdo os principais patégenos das culturas do milho, melao,
trigo, cevada, maca, banana e brassicas, respectivamente (HEARD,
BROWN & HAMMOND-KOSACK, 2015). Outros exemplos bem conhecidas
incluem o complexo Sigatoka da bananeira por Pseudocercospora spp.
(CHANG et al., 2016), cancro de Sphaerulina de choupo em plantas lenhosas
por Sphaerulina spp. (PHILLIPS et al., 2013), mancha preta em citricos por
Phyllosticta citricarpa e mancha das folhas de Teratosphaeria em espécies
de Eucalyptus por Teratosphaeria spp (CROUS et al., 2019).

Algumas espécies da classe sdo patdégenas de animais e outras
espécies que sdo onipresentes da biomassa vegetal de plantas mortas séo
alérgenos importantes, conhecidos por agravar a asma em humanos
(GIOULEKAS et al., 2004). Os Dothideomycetes podem crescer em outras

espécies fungicas como micoparasitas e sao tolerantes ao vapor do etanol,
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como Baudoinia spp., que crescem nas proximidades de destiladores de
uisques e caves de vinho (VIDEIRA et al., 2017).

Em humanos, as infec¢des fungicas estdo entre as doengas mais
dificeis de serem controladas. Dentre a diversidade estimada desses
microrganismos, poucas centenas de fungos possuem capacidade de
patogenicidade, e um pequeno nimero causa alguma doenca em pessoas
saudaveis (KOHLER, CASADEVALL & PERFECT, 2015). Entretanto,
estudos recentes estimam que as infecdes fungicas, especialmente aquelas
causadas por espécies dos géneros Candida, Cryptococcus e Aspergillus
matam mais de 1 milh&o de pessoas anualmente (JANBON et al., 2019).

Embora, sejam frenquentemente associados as doencas, os fungos sao
de extrema importdncia na vida dos seres humanos. Contribuem
significativamente na agricultura e na producdo de importantes farmacos.
Presentes no nosso cotidiano, os compostos fuangicos salvaram milhdes de
vidas, aumentaram a expectativa de vida humana e formam a base de muitas
industrias, além disso é considerado uma fonte importante de alimento
(DEMAIN & MARTENS, 2017).

3. Fungos celuloliticos
3.1. Caracteisticas da celulose

A celulose é formada por diversas cadeias lineares de glicose, unidas
por ligagdes B-1,4 (Figura 1). Os dimeros de glicose, chamados de celobiose
€ a unidade estrutural repetitiva do polimero (Figura 1). Nas plantas a celulose
compde a parede celular, conferindo rigidez, formato, resisténcia e sustencao
da célula vegetal. Desse modo, este polimero biolégico é o mais abundante
e representa o maior reservatorio de carbono do planeta. Anualmente as
plantas produzem cerca de 180 bilhdes de toneladas de celulose
(FESTUCCI-BUSELLI, OTONI & JOSHI, 2007).Durante a biossiintese da
celulose, as cadeias de glicose séo unidas por forcas de Van der Walls e por
pontes de hidrogénio intra e intermoleculares. Essas ligagdes conferem
resisténcia a hidrélise e uma forma rigida com microfibrilas insoluveis
(MCNAMARA, MORGAN & ZIMMER, 2015).
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Extremidade ndo redutora S T

Glicose

Polimerizagdo da Cadeia Celobiose
de celulose

Figura 1. Ligacdo glicosidica entre duas unidades de B-D-Glicose; cadeia linear da celulose,
formada por vérias unidades consecutivas de celobiose; ligagbes de hidrogénio intra e
intermolecular na estrutura molecular da celulose. Linhas tracejadas: Ligagfes de hidrogénio
intermolecular. Linhas pontilhadas: Liga¢bes de hidrogénio intramolecular (Modificado de
Festucci-Buselli et al., 2007).

3.2. Fungos celuloliticos

A biomassa de celulose é abundante na natureza e representa mais da
metade da matéria organica produzida globalmente por meio da fotossintese
das plantas (LI et al., 2020). Os fungos filamentosos possuem um papel
fundamental na degradacédo da celulose, uma vez que hidrolisam esse
polimero composto e convertem em maoleculas mais simples, como a glicose.
Desse modo, esses microrganismos contribuem de forma significativa na
reciclagem do carbono e de outros nutrientes, mantendo o equilibrio da
biosfera (ARO, PAKULA & PENTTILA, 2004).

Na natureza uma diversidade de microrganismos como bactérias,
leveduras e bolores sé&o capazes de decompor a celulose natural por meio da
producdo de enzimas celuloliticas, conhecidas como celulases (ZALDIVAR
et al., 2001). Estas enzimas atuam na quebra das ligacbes [3-1,4-D-
glicosidicas que compdem as moléculas de celulose e sdo classificadas em:
a) endoglucanases, que clivam ligagBes internas da fibra celuldsica; b)
exoglucanases, que atuam na regidao externa da celulose; e c) B-

glicosidases, que hidrolisam oligossacarideos soltveis em glicose (LYND et
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al., 2002).

Com grandes aplicacdes biotecnologicas, as celulases produzidas por
fungos filamentosos séao mais requeridas, uma vez que estes microrganismos
produzem em niveis mais elevados quando comparado com bactérias e
leveduras, e além disso, colonizam substratos solidos (MRUDULA &
MURUGAMMAL 2011). Espécies dos géneros Trichoderma, Aspergillus,
Neurospora e Penicillium séo grandes produtores dessas enzimas e algumas
espécies desses géneros, como Trichoderma reesei tem sido amplamente
utilizado para produzir celulase comercial, necessaria para a hidrolise
completa da lignocelulose (LIU et al., 2019; MONDAL, HALDER & MONDAL
2021).

Além disso, os fungos celuloliticos podem ser utilizados para
degradacao de residuos agroindustriais, como bagaco da cana-de-agucar,
sabugo de milho e casca de arroz, que aumentam a cada ano. Esse acumulo
contribue de forma significativa para poluicdo do meio ambiente e perda de
recursos. Portanto, a utlizacdo desses residuos agroindustriais em
bioprocessos, transforma-os em compostos quimicos, como acool, acidos
organicos, aminodacidos, entre outros. Desse modo, os fungos auxiliam no
controle da poluicdo ambiental e na producéao de bioprodutos (MENEZES &
BARRETO, 2015).

As celulases sdo enzimas de grande importancia e de interesse para
pesquisadores e industrias, uma vez que sao utilizadas em varios processos
economicamente relevantes como producdo bebidas, acabamento de
tecidos, fabricacdo de produtos quimicos e de biocombustiveis. Alguns
desses biocombustiveis séo potencias substitutos para derivados de petroleo
(KILIKIAN et al., 2014).
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RESUMO

FIGUEIREDO, C., N.; SOUZA, H., G.; ANDRADE, J., P SOQZA, J, T,
MARBACH, P., A., S. DESCRICAO DE NOVAS ESPECIES FUNGICAS E
REGISTROS DE OCORRENCIA DA RESTINGA DE GUAIBIM- BA

O solo é um dos principais reservatorios de diversidade fungica. O objetivo deste
estudo foi estudar a riqueza de ascomicetes em um conjunto de amostras de solo e de
serrapilheira do ecossistema restinga de Guaibim, Bahia, Brasil. O isolamento de
todas as linhagens foi realizado em meio de cultivo seletivo para fungos celulolitico e
a identificacdo e descricdo de novas espécies foi feita usando a abordagem polifasica.
Inicialmente, o isolados fungicos foram identificados morfologicamente em nivel de
género e seus posicionamentos taxonémicos elucidados por meio de anlises
filogenéticas com regides gendmicas e génicas que melhor refletem a historia
evolutiva de cada género, como as sequéncias de DNA do espacador transcrito interno
(ITS), da subunidade maior (LSU) do rDNA e regides dos genes que codificam a b-
tubulina (benA), calmodulina (CaM), e o fator de alongamento de transcri¢ao (Tef).
As filogenias moleculares indicaram que alguns isolados eram filogeneticamente
relacionados com espécies descritas enquanto que outros apresentaram posicao
taxonémica distinta, indicando que representavam novas espécies fngicas. Tanto os
isolados que representavam registro de ocorréncia como o0s isolados que
representavam novas espécies foram caracterizados macro e micromorfologicamente.
Com base na abordagem polifasica foram identificadas e descritas oito novas espécies
distribuidas nos géneros Aspergillus, Latorua, Penicillium, Neoscytalidium,
Nigrograna e Tremateia, além do registro de ocorréncia de Penicillium paxilli, P.
citrinum e Aspergillus hortai. Este estudo contribui para documentar a diversidade e
ampliar o conhecimento sobre a distribuicdo geografica de fungos celuloliticos
encontrados nos ecossistemas de restingas.

Palavras-chave: Diversidade flngica; ecossistemas tropicais; taxonomia;
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ABSTRACT

FIGUEIREDO, C., N.; SOUZA, H., G.; ANDRADE, J., P.; SOUZA, J., T,
MARBACH, P., A, S. DESCRIPTION OF NEW FUNGI SPECIES AND
RECORDS OF THE OCCURRENCE OF THE GUAIBIM-BA DROM SANDY
DUNES.

Soil is one of the main reservoirs of fungal diversity. The aim of this study was to
avaliate the richness of ascomycetes in a set of soil and litter samples from the restinga
ecosystem of Guaibim, Bahia, Brazil. The isolation of all strains was carried out in a
selective culture medium for cellulolytic fungi and the identification and description
of new species was carried out using the polyphasic approach. Initially, the fungal
isolates were morphologically identified at the genus level and their taxonomic
positions elucidated through phylogenetic analyzes with genomic and gene regions
that best reflect the evolutionary history of each genus, such as the DNA sequences
of the internal transcribed spacer (ITS), rDNA major subunit (LSU) and regions of
genes encoding b-tubulin (benA), calmodulin (CaM), and transcription elongation
factor. Molecular phylogenies indicated that some isolates were phylogenetically
related to described species while others had a distinct taxonomic position, indicating
that they represented new fungal species. Both the isolates that represented occurrence
records and the isolates that represented new species were characterized macro and
micromorphologically. Based on the polyphasic approach, eight new species
distributed in the genera Aspergillus, Latorua, Penicillium, Neoscytalidium,
Nigrograna and Tremateia were identified and described, in addition to the
occurrence record of Penicillium paxilli, P. citrinum and Aspergillus hortai. This
study contributes to documenting the diversity and expanding the knowledge about
the geographic distribution of cellulolytic fungi found in restinga ecosystems.

Keywords: Fungal diversity; tropical ecosystems; taxonomy



1. INTRODUCAO

Encontrados em todas condic¢des climéticas do planeta, os fungos representam
0 segundo grupo de eucariotos com maior biodiversidade da Terra (SCHOCH et al.,
2012). Esses microrganismos sdo essenciais para o equilibrio ecoldgico da biosfera,
uma vez que sao o0s principais decompositores da matéria organica (TRESEDER &
LENNON, 2015; NARANJO-ORTIZ & TONI GABALDON, 2019). Dentre os filos
fangicos conhecidos, o Ascomycota é um dos grupos do dominio Eukarya mais
diversificado. Abriga mais de 83.000 espécies, representando mais da metade das
espécies fangicas conhecidas (JAMES et al., 2020).

Ascomycota e dividido em 3 subfilos. Saccharomycotina, comumente referido
como leveduras, € constituido por mais de 1000 espécies conhecidas (SHEN et al.,
2018). O subfilo Taphrinomycotina possui 140 espécies (JAMES et al., 2020).
Pezizomycotina contém mais de 82.000 espécies descritas em 16 classes e € conhecido
como o grupo dos fungos filamentosos (JAMES et al., 2020).

O filo Ascomycota é caracterizado pela producdo de um asco, essa estrutura é
constituida por uma parede delgada e geralmente contém 8 ascdsporos, entretanto,
esse numero é variavel, as vezes possui 1-4 ou até 12-70 esporos sexuais (COUSIN,
2014). O asco encontra-se no interior de um corpo frutifero, denominado ascoma ou
ascocarpo. As espécies desse filo sdo economicamente importantes, utilizadas como
fonte de matéria-prima em diversos setores. Na agricultura, varias espécies de
Trichoderma séo utilizadas em larga escala no controle biologico (ZIN &
BADALUDDIN, 2020). Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Saccharomyces sédo os
principais géneros utilizados na fabricagdo de alimentos e bebidas
(KHACHATOURIANS, 2003).

Na industria farmacéutica espécies de Penicillium se destacam como

produtoras de importantes farmacos, como a penicilina, acido micofendlico,
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griseofulvina e mevastina, drogas utilizadas como antibi6tico, imunossupressor,
antigungico e no combate ao colesterol, respectivamente (BROW et al.,1976;
FLOREY, et al., 1946; MURTHY et al., 1999). Aspergillus glaucus é produtor do
composto anticancerigeno, aspergiolida (TAO et al., 2009). Tolypocladium nivenum
é produtor do composto ciclosporina A, que possui atividades imunossupressoras e
acdo contra coronavirus (BOREL et al., 1976; WILDE et al., 2011). Aspergillus
japonicas é utilizado na producéo de probiéticos (DEMAIN & MARTENS, 2017).

Estimam-se que o mundo tenha cerca de 12 milhoes de espécies flngicas,
entretanto, é conhecido apenas 120.000 espécies de toda essa biodiversidade
(HAWKSWORTH & LUCKING, 2017; WU et al., 2019). Devido as condigdes
ambientais, como temperatura e umidade e maior diversidade de plantas vasculares,
supde-se que a maior parte da comunidade fangica global ocorra em regides tropicais
(PEAY, BARALOTO, FINE, 2013).

As florestas de Planicies Costeiras, também conhecidas como restingas,
representam uma das fitofisionomias encontradas na Mata Atlantica Brasileira
(MARQUES, SILVA & LIEBSCH, 2015). Formadas no periodo Quaternario, as
restingas sdo ecossistemas presentes ao longo da costa litoranea brasileira cuja
diversidade de microrganismos e pouco conhecida e explorada biotecnologicamente,
embora, alguns estudos demonstrarem que as restingas possuem uma alta diversidade
de microfungos (ANDRADE et al., 2014; FREIRE et al., 2017; ANDRADE et al.,
2018; ANDRADE et al., 2019; MUSSI-DIAS et al., 2020). Além disso, as restingas
é 0 ecossistema mais impactado e ameacgado do pais, pois seus remanescentes estao
constantemente sob pressbes antropicas. O objetivo desse trabalho foi identificar,
descrever e documentar a biodiversidade fangica filamentosa da restinga de Guaibim,

Bahia.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Reativacgéo dos isolados

O acervo do laboratério de Biologia Evolutiva (LABEV) possui 1023 isolados
fangicos da restinga de Guaibim, BA conservados pelo Método Castellani
(CASTELLANI, 1939). Desses isolados, 20 (7, 15, 18, 20, 33, 38, 40, 41, 48, 50,
1EM1, 1EM4, 24M3, 11EM7, 13EM3, 25M3, 36EM5, 42M4, 7T0EM7 e 124EM?2)
foram reativados em placas de Petri contendo Agar Extrato de Malte (20 %). As
suspensdes de esporos foram feitas para isolados dos géneros Penicillium e
Aspergillus em solucdo agar—agua (2 g de agar: 1000 ml dH2O; 1 gota de tween).
Essas suspensdes foram feitas a partir de culturas puras com 7 dias de crescimento a
28 °C. Para isolados pertencentes aos demais géneros, Latorua, Neoscytalidium,
Nigrograna e Tremateia foi realizado diluigdes seriadas para obter culturas

monosporicas.

2.2 . Caracterizacdo morfoldgica dos isolados

Para a caracterizacdo macromorfoldgica os meios foram preparados em placas
de Petri com um volume de 20 ml. Para os isolados flingicos pertencentes aos géneros
Aspergillus (1IEM1, 1EM4, 124EM2) e Penicillium (7,15, 18, 20, 33, 38, 40, 41, 50,
25M3, 42M4), 3,0 uL da suspensdo de esporos em agar—agua semi-solido de cada
isolado foi inoculado em 3 pontos equidistantes em placas de Petri contendo 0s meios
de cultura CYA (Czapek Yeast Autolysate agar, PITT, 1979) incubados a 25, 30 e 37
°C, CYAS (Czapek Yeast Autolysate agar with 5 % NaCl), CZ (,Czapek’s agar
RAPER; THOM 1949), MEADI ( Blakeslee’s malt extract agar, BLAKESLEE, 1915),
CREA (Creatine sucrose agar, FRISVAD, 1981), DG18 (Dichloran 18 % Glycerol
agar, HOCKING; PITT, 1980), OA (Oatmeal agar, SAMSON et al., 2010), YES

(Yeast extract sucrose agar, Frisvad, 1981), CY20S (KLICH, 2002) e M20S
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(SAMSON et al., 2010) incubados a 25 °C por 7 dias, no escuro (SAMSON et al.,
2014; VISAGIE et al., 2014). Os isolados 11EM7, 13EM3, 24M3, 36EM5 e 70EM7
foram cultivados em BDA (2 % potato-dextrose &gar), MEA (2 % malt extract agar)
e OA (Oatmeal 4gar) por 7-14 d, a 24 e 25°C no escuro.

Apos o crescimento dos isolados, caracteristicas morfoldgicas, como taxas de
cerscimento das colonias, largura e textura da margem, coloragé@o do verso e reverso,
forma e textura da col6nia, presenca ou auséncia de exsudato, pigmento sollvel,
cleistotécio/esclerodios foram analisadas. Todos os nomes e codigos de cores
referem—se ao Methuen Handbook of Color (KORNERUP & WANSCHER,1967) e
aos graficos de nomes de cores ISCC-NBS (KELLY & JUDD, 1965).

As caracteristicas microscépicas dos isolados fungicos foram analisadas em
microcultivos em placas de Petri. Os isolados foram crescidos em meio MEA, OA,
BDA e MEADI a 25 °C de 7 a 14 dias em luz proxima de ultravioleta (UV) e no escuro.
As laminas foram preparadas com &cido latico e visualizadas utilizando o0 microscépio
optico. A forma, textura e tamanho das estipes, células conidiogénicas (quando
presentes), métulas (quando presente), fialides (quando presente), metaconidios
(quando presente), artroconidios (quando presente), conidios e vesiculas (quando

presente) foram observadas e medidas.

2.3 Extracao de DNA, sequenciamento e analises filogenéticas

Os isolados fungicos foram crescidos em meio BDA (2 % potato-dextrose agar)
por 3-5 dias a 25°C no escuro e em BDA liguido (2 % potato-dextrose) a 25°C por 2d
a 150 RPM. Apos esse periodo o DNA dos fungos foi extraido seguindo o protocolo
adptado, descrito por Doyle e Doyle (1990). A amplificacdo e sequenciamento dos
géneros Aspergillus, Latorua, Nescytalidium, Nigrograna, Penicillium e Tremateia

foram realizados com fragmentos dos genes B-tubulina (benA), calmodulina (CaM),
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espacgador transcrito interno (ITS), larga subunidade ribossomal (LSU) e fator de

alongamento da tradugéo 1-alfa (tef-1) utilizandos os primers, reagdes e programas

das PCRs descritos nas tabelas a seguir, respectivamente.

Tabela 1. Primers utilizados nas reagdes de PCRs.

Nome do o o ) '
Locus orimer Direcao Sequéncia do primer (5'-3")
Espacador ITS1 Forward TCC GTA GGT GAACCT GCGG
transcrito interno
(ITS) ITS4 Reverse  TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
GGT AAC CAA ATC GGT GCT
Btoa Forward
B-tubulina (BenA) GCTTTC
ACC CTC AGT GTAGTG ACCCTT
Bt:b Reverse GGC
_ CMD5 Forward CCG AGT ACA AGG ARG CCT
Calmodulin TC
(CaM) CMD6 Reverse CCG ATR GA‘I('BG(CB;TC ATR ACG
LSU LROR Forward ACC CGC TGA ACT TAA GC
LR5 Reverse TCC TGA GGG AAACTT CG
EF1-983F Forward GCY CCY GGH CAY CGT GAY
Tef-1 TTY AT
ATG ACA CCR ACR GCR ACR
EF1-2218R Reverse GTY TG

Tabela 2. Reagdes das PCRs (volume final 25 pL).

Reagentes ITS benA CmD LSU Tef-1
Tampdo 5X (uL) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCI2 (25 mM) 2,5 2 2 2 2,5
dNTPs (2,5 mM) 0,5 2 2 2,5 2,5
Taq Polimerase (5 U/uL) 0,2 0,4 0,2 0,2 0,3
Primer forward (10 pmol/uL) 0,7 0,75 5 2 2
Primer reverse (10 pmol/ulL) 0,7 0,75 5 2 2
DNA (uL) 2 2 2 2 2,5
Agua (uL) 15,9 14,6 12,3 11,8 10,7




Tabela 3. Programas de ciclos termicos usados para amplificagao.

Regides Desnaturagédo Extensao
génicas inicial Ciclos Desnaturacdo Anelamento Alongacdo  final
ITS,
benAe 72°C,60 72°C,
CaM 94°C,2min 38 93°C,30s 50°C,30s S 10 min
72°C,60 72°C,
LSU 94°C,5min 40 94°C,45s 54°C,45s S 10 min
72°C,60 72°C,7
30 94°C,45s 52°C,45s S min
72°C,90 72°C,6
Tef  94°C,5min 40 94°C,45s 52°C,30s S min

Os produtos das PCRs foram enviados para serem sequenciados na empresa
ACTGene Analises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto
Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado
com capilares de 50cm e polimero POP7 (Applied Biosystems). As sequéncias foram
editadas no programa Chromas 2.6.2 (Technelysium DNA Sequencing Software). As
sequéncias nucleotidicas obtidas de cada isolado fungico foram comparadas com
sequéncias depositadas no banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) utilizando o programa BLASTN (ALTSCHUL, et al., 1997).
Esta comparacdo foi realizada para saber com quais espécies nossos isolados fungicos
eram taxonomicamente mais relacionados. Em seguida, as sequéncias nucleotidicas
dos genes selecionados de linhagens fungicas ainda ndo identificados e do tipo das
espécies mais proximas aos nossos isolados foram recuperados. O alinhamento
multiplo destas sequéncias e a edicdo foram feitos no programa MEGA 6.0
(TAMURA et al., 2013). As arvores filogeneticas foram geradas no mesmo programa

utilizando o método de Maxima Verossimilhanga, com 100 bootstraps.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Identificacao dos isolados

Os isolados analisados neste trabalho foram obtidos a partir de amostras de solo
e de serrapilheira da restinga de Guaibim, Bahia. A serrapilheira é a camada de
matéria organica vegetal em decomposicdo que cobre o solo de formacbes
vegetacionais. Essa camada é fundamental na ciclagem de nutrientes e é considerada
o principal meio de transferéncia de matéria organica e elementos minerais da
vegetacao para a superficie do solo (MORAES, DELITTIYARA & VUONO, 1999).

Na natureza, os fungos sdo 0s microrganismos mais importantes para a
decomposicdo da matéria organica devido a sua capacidade na producdo de diversas
enzimas e por crescerem em substratos sélidos, portanto, sdo vistos como potentes
degradadores da celulose, biopolimero presente na parede celular vegetal
(COUTURIER et al., 2016). A decomposicdo deste carboidrato tem fundamental
importancia no ciclo biogeoquimico do carbono (ALEXANDER, 1982). As cepas
estudadas nesse trabalho, pertencentes a diversos géneros (Tabela 4) foram isoladas
de meio de cultura seletivo para fungos celuloliticos. Desse modo, evidencia que esses
fungos tem potencial para produzir enzimas celuloliticas e degradar este biopolimero.
Além disso, mostra que as restingas possuem uma comunidade fangica celulolitica

diversificada com potencial biotecnolégico inexplorado.
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TABELA 4. Resultado do BLASTn apds o sequeciamento parcial das regides génicas

BenA dos isolados pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium e LSU dos

isolados pertencentes aos géneros Latorua, Neoscytalidium, Nigrograna e Tremateia.

ESPECIES MAIS IDENTIDADE - IDENTIDADE
ISOLADOS PROXIMAS (%) TIPO DAS ESPECIES (%)
1EM1  Aspergillus terreus 0 Aspergillus hortai NRRL 0
1EM4 A1S2 D18 99.62% 974 99.61%
Aspergillus . -
124EM2 allahabadii 98.79% ASPG%"EL'S‘"ZZE"?'EO“C“S 96.08%
CMV004C1 '
11EM7 Latorua . ]
grootfonteinensis 99.53% Latorua grootfonteinensis 99.53%
13EM3 CBS 369.72 CBS 369.72
- Neoscytalidium
70EM7 Ne‘)lsoc?\’;%'z'g'zusrg P 9931%  novaehollandiae CMW  99.07%
26170
Nigrograna Nigrograna mackinnonii
24M3 chromolaenae 97.43% g %BS 57475 97.26%
MFLUCC 17-2079 '
7 Penicillium citrinum 0 Penicillium citrinum CBS 0
33 als2_d37 100% 139.45 100%
40 Penicillium paxilli 0 Penicillium kapuscinskii 0
4 16b 99.78% CBS218.28 89.05%
Penicillium steckii 0
38 MUT 3495 100%
Penicillium 0 Penicillium kapuscinskii 0
48 sumatrense DI116-76 9.77% CBS218.28 87.41%
50 Penicillium
sumatrense 205P 100%
” Penicillium sp. Y D- Penicillium pedernalense
18 2017m 99.52% ot 98.93%
20 NN072452_1
25M3 — Penicillium
Pﬁr&cgg;? Z%bz 98.33% echinulonalgiovense 98.70%
42EM4 CBS:328.59
Tremateia Tremateia camporesii
36EM5  camporesii MFLU 99.04% MELU 19 2209 99.04%
19-2109 i

3.2 . Anélises filogenéticas

Inicialmente, foi feita a comparacao das sequéncias parciais do genes benA e CaM

dos isolados pertencentes ao género Aspergillus 1EM1, 1EM4 e 124EM2 com



sequéncias depositadas na base de dados do NCBI. Esté andlise indicou que esses
isolados sdo relacionados com espécies da secdo Terrei, portanto as analises
filogenéticas envolvendo esses isolados foram realizadas com sequéncias ortélogas
apenas das espécies dessa secdo. As filogenias de um Unico gene (Figuras 2 e 3) e
combinada (Figura 4) indicaram que os isolados 1EM1 e 1EM4 séao
filogeneticamnente relacionados ao tipo da espécie de Aspergillus hortai enquanto
que o isolado 124EM2 ndo possui relacdes filogenéticas com espécies conhecidas,
indicando que esta linhagem representa uma nova espécie da secdo Terrei.
Aspergillus hortai foi isolada pela primeira vez de uma orelha humana no Rio de
Janeiro, e posteriormente foi obtida a partir de amostras de solo, coletadas na Florida
(EUA) e nas ilhas Galapagos (SAMSON et al., 2011), indicando que essa espécie
possui ampla distribuigdo nas Américas e se adapta a diferentes habitat. O isolado
Aspergillus sp. 124EM2, a partir das analises filogenéticas de CaM (Figuras 2) se
agrupa com as cepas Aspergillus sp. MEXU 27854 cloneA e Aspergillus sp. MEXU
27854 cloneB, entretanto, este grupo ainda é desconhecido. Esses isolados sdo
facultativos marinhos e foram isoladas na Baia de Caleta em Acapulco,Guerrero,
México (CUEVAS et al., 2017). Uma comparacdo com a sequéncia parcial de CaM,
utilizando o BlastN, mostra que dentre as espécies descritas de Aspergillus Terrei, 0
isolado 124EM2 possui a maior identidade com Aspergillus niveus CBS 115.27, 95%
(501/530). Utilizando a sequéncia parcial de benA a maior identidade € com

Aspergillus neoindicus CBS 444.75, 96% (466/485) pb.
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Figura 2. Arvore filogenética das espécies do género Aspergillus, Secdo Terrei baseado no

alinhamento multiplo das sequéncias parciais do gene benA. A reconstrucdo filogenética foi realizada

pelo método da maxima verossimilhanga utilizando 100 bootstraps. A escala representa 0 nimero de

substituicdes. Aspergillus flavipes CBS 260.73 foi usado como grupo externo. Nomes em negritos,

indicam os isolados que representam registro de ocorréncia e uma nova espécie.
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Figura 3. Arvore filogenética das espécies do género Aspergillus, Secdo Terrei baseado no
alinhamento multiplo das sequéncias parciais do gene CaM. A reconstrugdo filogenética foi realizada
pelo método da méxima verossimilhanca utilizando 100 bootstraps. A escala representa 0 nimero de
substituicdes. Aspergillus flavipes CBS 260.73 foi usado como grupo externo. Nomes em negritos,

indicam os isolados que representam registro de ocorréncia e uma nova espécie.
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Figura 4. Arvore filogenética das espécies do género Aspergillus, Secdo Terrei baseado no

alinhamento maltiplo das sequéncias parciais dos genes benA e CaM. A reconstrugdo filogenética foi
realizada pelo método da maxima verossimilhanca utilizando 100 bootstraps. A escala representa o
numero de substituicdes. Aspergillus flavipes CBS 260.73 foi usado como grupo externo. Nomes em

negritos, indicam os isolados que representam registro de ocorréncia e uma nova espécie.



A relagdo filogenética dos isolados 11EM7 e 13EM3 foi feita a partir dos
conjuntos de dados dos genes ITS e LSU, e a espécie Murilentithecium clematidis
MFLUCC 14-0562 foi utilizada como grupo externo. As filogenias de um Gnico gene
(Figuras 5 e 6) possuem concordancia genealdgica quando comparadas com analise
combinada (Figura 7), e indicam que os isolados 11EM e 13EM3 pertencem a uma
nova espécie do género Latorua. Este género, bem como a sua familia Latoruaceae
foram introduzidos em 2015 por Crous (CROUS et al., 2015). Latorua possui apenas
duas espécies conhecidas, Latorua caligans e Latorua grootfonteinensis. L. Caligans,
isolada de solo brasileiro foi primeiramente descrita como membro do género
Bahusandhika, entretanto, membros desse género ndo possuem células apicais
cupuladas, os conidios ndo sdo proeminentemente contraidos nos septos e a
ornamentacdo dessas microestruturas sdo diferentes daquelas encontradas nos
conidios de Latorua (JALMI et al., 2014).

A outra espécie de Latorua, L. grootfonteinensis, foi isolada do solo arenoso na
Namibia e foi originalmente descrita como pertencente ao género Torula. No entanto,
Latorua possui conidios mais ornamentados, predominatemente com 3 septos € em
média sao mais curtos quando comparados com os do género Torula. As linhagens
11EM7 e 13EM3 formam um clado distinto e possuem caracteres morfoldgicos
diferentes daqueles caracteres apresentados pelas espécies ja conhecidas do género,
por exemplo em BDA a taxa de crescimento de € de 26-34 mm, enquanto L.
Grootfonteinensis possui 60 mm e L. Caligans 65 mm de diametro (CROUS et al.,

2015).
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Figura 5. Arvore filogenética das espécies do género Latorua e espécies relacionadas, baseado no
alinhamento multiplo das sequéncias parciais do gene ITS. A reconstrucéo filogenética foi realizada
pelo método da méxima verossimilhanca utilizando 100 bootstraps. A escala representa 0 nimero de
substitui¢des. Murilentithecium clematidis MFLUCC 14-0562 foi usado como grupo externo. Nomes

em negritos, indicam os isolados que pertencem a nova espécie.

o8 | NG 060146.1 P.sclerotigenum UTHSC DI14-305T
—| KP769976.1 P.sclerotigenum UTHSC:DI14-305
MH870213.1 P.terricola CBS 301.65T
38 MT373686.1 Poly sp. P109

MH472659.1 P.lanvformis ILLS00171087
100 | EF204503.1 P./anviformis CBS 463.88
100 | LR993600.1 uncultured fungus ASV 283
72 LR993822.1 uncultured fungus ASV 505
HG996113.1 uncultured Pleosporales
54 MH872486.1 P.congolense CBS 542.73

NG 057767.1 P.terricola CBS 301.65T
EF204502.1 P.congolensis CBS 542.73

100 | HG995984.1 uncultured Pleosporales
—| HG995984.1 uncultured Pleosporales(2)
49 -E 100 |-— LR994093.1 uncultured fungus ASV 776
HG996244.1 uncultured Pleosporales
94 LR994049.1 uncultured fungus ASV 732
—!00L AB986463.1 Pleosporales sp.KO-groupA

NG 058199.1 M.venustumT

39

1uo|

NG 060326.1 M. iensis MTCC12245T

NG 058181.1 L.grootfonteinensis CBS 369.72T
MH877741.1 L.grootfonteinensis CBS 369.72
11EM7
13EM3
MH870680.1 T.deospora CBS 330.67
NG 058180.1 L.caligansT
NG 059805.1 P.fagi HHUF 30471T
NG 068792.1 P.spadicea MFLUCC 15-0973T

ﬂ MHB871121.1 P.spinosispora CBS 478.69T
4&% LR993662.1 uncultured fungus ASV 345
66 HG996309.1 uncultured Pleosporales
73 L He 1 Itured

NG 070375.1 M.clematidis MFLUCC 14-0562T
LR994073.1 d fungus ASV 756
MT627667.1 P.elegans MFLUCC 17-2350
100 | MT447878.1 P.elegans FWHY1
MN913721.1 Pseudoasteromassaria sp.\WD-2020a MFLUCC 18-1397
KT820762.1 Pleosporales sp. E11018A
GU188573.1 Polyschema sp.C1b PD011

97

83

MN977833.1 Pleosporales sp.SB-2020a
100 | NG 073814.1 T.sexualis MFLUCC 11-0002T

—
0.005

Figura 6. Arvore filogenética das espécies do género Latorua e espécies relacionadas, baseado no
alinhamento multiplo das sequéncias parciais do gene LSU. A reconstrucdo filogenética foi realizada
pelo método da maxima verossimilhanga utilizando 100 bootstraps. A escala representa 0 nimero de
substitui¢des. Murilentithecium clematidis MFLUCC 14-0562 foi usado como grupo externo. Nomes

em negritos, indicam os isolados que pertencem a nova espécie.



10 | MH870680.1 T.deospora CBS 330.67

KJ471547.1 Pleosporales sp. UFMGCB 6368
KF675569.1 Uncultured fungus clone FLITS09A01
11EM7

38| 84 -13EM3

100 | NG 058180.1 L.caligansT

KJ471548.1 Ascomycota sp. 3 UFMGCB 6369
NG 058181.1 L.grootfonteinensis CBS 369.72T
MH877741.1 L.grootfonteinensis CBS 369.72

NG 058199.1 M.venustumT

NG 070375.1 M.clematidis MFLUCC 14-0562T

P —
0.02

Figura 7. Arvore filogenética das espécies do género Latorua e espécies relacionadas, baseado no
alinhamento mdaltiplo das sequéncias parciais dos genes ITS e LSU. A reconstrucdo filogenética foi
realizada pelo método da maxima verossimilhanca utilizando 100 bootstraps. A escala representa o
nimero de substituicbes. Murilentithecium clematidis MFLUCC 14-0562 foi usado como grupo
externo. Nomes em negritos, indicam os isolados que pertencem a nova espécie.

A filogenia inferida a partir dos conjuntos de dados de ITS (Figura 8) indica
que o isolado 70EM7 é filogeneticamente relacionada com Neoscytalidium
dimidiatum. Entretanto, estudos filogenéticos com LSU (figura 9) e andlise
combinada (Figura 10) mostram que o isolado 70EM7 forma um clado distinto do
tipo das espécies de Neoscytalidium dimidiatum CBS 145.78 e Neoscytalidium
orchidacearum MFLUCC 12-0533, respectivamente. Neoscytalidium foi intoduzido
por Crous em 2006 para agrupar espécies que possuem artroconidios secos e
pulverulentos (CROUS et al., 2006; PHILLIPS et al., 2013). Com apenas trés espécies

descritas, este género é conhecido por causar patogenicidade em plantas e animais

(incluindo humanos).
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70EM7
11| KF531819.1 N. dimidiatum CBS 251.49
KM357894.1 N. dimidiatum isolate UTHSCSA DI 14-340
8 KF531816.1 Scytalidium hyalinum CBS 145.78
IKF766207.1 N. novaehollandiae CBS 122071
L 8ol KU179865.1 Neoscytalidium sp. SKH-2016 isolate MFLUCC 12-0533T
KF531820.1 N. dimidiatum CBS 499.66
JX646800.1 Cophinforma atrovirens MFLUCC 11-0425

0.005
Figura 8. Arvore filogenética das espécies do género Neoscytalidium, baseado no alinhamento

multiplo das sequéncias parciais do gene ITS. A reconstrugdo filogenética foi realizada pelo método
da maxima verossimilhanca utilizando 100 bootstraps. A escala representa o nimero de substituicoes.
Cophinforma atrovirens MFLUCC 11-0425 foi usado como grupo externo. Nome em negrito indica
isolado que representa nova espécie.

2 DQ377922.1 N. dimidiatum CBS 145.78T
6 | |KU179864.1 Neoscytalidium sp. SKH-2016 isolate MFLUCC 12-0533T
& KM357895.1 N. dimidiatum isolate UTHSCSA DI 14-340

DQ377925.1 N. dimidiatum CBS 499.66
70EM7
DQ377923.1 N. dimidiatum CBS 251.49
KF766374.1 N. novaehollandiae CMW 26170
JX646817.1 Cophinforma atrovirens MFLUCC 11-0425

13

n

0.001
Figura 9. Arvore filogenética das espécies do género Neoscytalidium, baseado no alinhamento

maltiplo das sequéncias parciais do gene LSU. A reconstrucéo filogenética foi realizada pelo método
da méxima verossimilhanga utilizando 100 bootstraps. A escala representa o nimero de substituicGes.
Cophinforma atrovirens MFLUCC 11-0425 foi usado como grupo externo. Nome em negrito indica

isolado que representa nova espécie.

—MDKF766374.1 N. novaehollandiae CMW 26170
KU179864.1 Neoscytalidium sp. SKH-2016 isolate MFLUCC 12-0533T
21 DQ377923.1 N. dimidiatum CBS 251.49

KM357895.1 N. dimidiatum isolate UTHSCSA DI 14-340
DQ377922.1 N. dimidiatum CBS 145.78T

-

{0EM7
61 DQ377925.1 N. dimidiatum CBS 499.66
JX646817.1 Cophinforma atrovirens MFLUCC 11-0425

0.002
Figura 10. Arvore filogenética das espécies do género Neoscytalidium, baseado no alinhamento

maultiplo das sequéncias parciais dos genes ITS e LSU. A reconstrucdo filogenética foi realizada pelo
método da maxima verossimilhanca utilizando 100 bootstraps. A escala representa 0 nimero de
substitui¢des. Cophinforma atrovirens MFLUCC 11-0425 foi usado como grupo externo. Nome em

negrito indica isolado que representa nova espécie.



Anadlises filogenéticas dos conjuntos de dados ITS, LSU e Tef-1 (Figuras 11, 12
e 13) contendo membros representativos dos géneros Biatriospora e Nigrograna,
ambos pertencentes a ordem Pleosporales, indicam que a cepa 24M3 ¢é distinta das
demais espécies, formando um clado separado. Introduzido em 2013 como um género
monotipico, Nigrograna foi descrito para acomodar uma Unica espécie assexuada,
Nigrograna mackinnonii, agente causador de eumicetoma na Ameérica Latina
(GRUYTER et al., 2013). Mais tarde, no ano de 2014, baseados em uma filogenia
multilocus, Ahmed e colaboradores demonstraram que esta espécia, Nigrograna
mackinnonii € filogeneticamente relacionada ao género monotipico Biatriospora,
com a espécie-tipo Biatriospora marina, descrita no ano de 1986 (HYDE & BORSE,
1986; AHMED et al., 2014). Desse modo, Nigrograna foi considerada sinénimo de
Biatriospora (AHMED et al., 2014). Seguindo esse conceito, em 2016 foram descritas
quatro espécies com o estado sexuada desconhecido, endofiticas de plantas lenhosas
das florestas temperadas da Republica Theca e regibes tropicais, incluindo a floresta
Amazonica, Biatriospora antibiotica, Biatriospora peruviensis, Biatriospora carolli
e Biatriospora yasuniana (KOLARIK et al., 2016). Ainda em 2016, foram
descobertas espécies que produzem estruturas reprodutivas sexuadas que Ssao
relacionadas filogeneticamente com N. Mackinnonii, entretanto, possuem ascOsporos
distintos daqueles produzidos por B. marina (JAKLITSCH & VOGLMAYR, 2016).
Assim, esses autores duvidaram do estudo multilocus realizado por Ahmed e
colaboradores em 2014 com B. marina e definiram que Nigrograna e Biatriospora
séo géneros distintos (JAKLITSCH & VOGLMAYR, 2016).

O conceito genérico de Jaklitsch & Voglmayr (2016), foi seguido por
Tibpromma e colaboradores em 2017, e introduziram uma nova espécie sexual,

Nigrograna cangshanensis, vivendo como saprdbita em madeira em estado de
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decomposicédo na China (TIBPROMMA et al., 2017). Em 2018 Kolatik, baseado em
estudos filogenéticos utilizando o ITS, demonstrou que as espécies publicadas por
Jaklitsch & Voglmayr (2016), Kolatik et al., (2016) e Tibpromma (2017) se agrupam
com outras espécies de Nigrograna, entretanto formam linhagens filogenéticas
distintas, indicando que sdo espécies distintas, pertencentes a0 mesmo género
(KOLARIK, 2018).

Pertencente a familia de fungos Nigrogranaceae, a entimologia do género
Nigrograna refere-se ao grdos pretos produzidos pela espécie tipo, N. mackinnonii.
Com 19 espécies descritas, esse género é caracterizado principalmente por picnidios
solitarios, raramente confluentes e sdo produzidos na superficie da colénia ou imersos
no agar (GRUYTER et al.,, 2013; JAKLITSCH & VOGLMAYR, 2016). Essas
microestruturas possuem forma globosa a subglobosa ou piriforme, com
protuberancias miceliais septadas marrom-escuras, ostiolos papiliferos de coloracéo
que variam de olivacea a negras-olivaceas e a parede é constituida por células
pseudoparenquimatosas. As células conidiogénicas das espécies desse género sao
hialinas, fialidicas, discretas e produzem conidios de tons sub-hialinos a marrom,
asseptatos e elipsoidais (GRUYTER et al., 2013).

Nigrograna é distribuida por todo mundo, encontradas em diversos substratos,
em sedimentos e esponjas marinhas, geralmente associadas a plantas vasculares
angiospermas, e possuem uma maior diversidade nas Américas Central e do Sul, onde
podem se comportar como patdgenos humanos. Algumas espécies de fungos
endofiticos de plantas terrestres também sdo encontrados em habitats marinhos ou
estaurinos, em material vegetal submerso ou a deriva (KOLARIK et al., 2016). Essas
espécies sdo conhecidas como fungos marinhos facultativos e sdo considerados

favoritos para bioprospec¢do (DEBBAB, ALY & PROKSCH, 2012). O género
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Nigrograna possui espéecies encontradas em ambos habitats, e é conhecido por
produzir metabdlitos diversificados extraordinérios (STODfJLKOVA et al., 2015;
SHAW et al., 2015). Algumas espécies de Nigrograna sdo estéreis e produzem

conidios estritamente em condigdes especificas.

KC506228.1 Fungal sp.AM2013 62 Rm
JX264157.2 Pleosporales sp.E5202H
NR 132037.1 N.mackinnonii CBS 674.75T
+ JN545759.1 Pleosporales sp.E9303e
LN626660.1 B.mackinnonii E6231A
LN626659.1 N.mackinnonii E11301D
KP263091.1 Pleosporales sp.P10562EM1CC726
KC288117.1 N.mackinnonii L3396
s¢— HQ117845.1 Dothideomycetes sp.E8502¢c

MG063814.1 N.mackinnonii dH 24525
7d) MN387225.1 Nigrograna sp.JZ-2019a
42| 46|'NR 172415.1 N.hydei MFLU 18-2073
| MG063816.1 N.mackinnonii dH 24494
%0 KF015653.1 B.mackinnonii CBS 110022
61| | MG063815.1 N.mackinnonii dH 24524
8] 98 | MZ270697.1 N.mackinnonii

NR 158296.1 B.antibiotica CCF 4378T

1_00| LT221894.1 B.antibiotica CCF 4998
—— HQ108005.1 B.yasuniana E8604bT
KX650559.1 N.obliqua MF
MN251054.1 Pleosporales sp. E19/16-4
83 - MW517328.1 Nigrograna sp. F23 ITS5
KY827357.1 Nigrograna sp. SCAU027
MH267844.1 Biatriospora sp. PXB15 7A
KM265641.1 Fungal sp.E14631F
MN515353.1 Biatriospora sp. TF20
MN592965.1 Pleosporales sp. NTOU5263
JN116717.1 Pleosporales sp.PSU-ES210
JN116669.1 Pleosporales sp. PSU-ES146
24M3
KU747952.1 Biatriospora sp. F2234
MZ270683.1 Biatriospora sp 64i
KP306956.1 Nigrograna sp. B1a0903PD2CC1120
L— LN626657.1 B.carolli CCF4484
LN626658.1 B.peruviensis CCF4485T

NR 132040.1 T.pertusa CBS 122368T

NR 130697.1 M.romeroi CBS 252.60T
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9

]

63

51

65

62

0.05
Figura 11. Arvore filogenética das espécies dos géneros Biatriospora e Nigrograna, baseado no

alinhamento multiplo das sequéncias parciais do gene ITS. A reconstrucdo filogenética foi realizada
pelo método da maxima verossimilhanca utilizando 100 bootstraps. A escala representa 0 nimero de
substituicBes. Trematosphaeria pertusa CBS 122371 e Medicopsis romeroi CBS 252.60 foram usados

como grupo externo. Nome em negrito indica isolado que representa nova espécie.
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LN626680.1 N.mackinnonii E8502C
LN626685.1 Biatriospora sp. E11301D
MN387227.1 Nigrograna sp. JZ-2019a MFLU 18-2073
MN387228.1 Nigrograna sp. JZ-2019b
MT214473.1 Nigrograna sp. AM-2020a MFLUCC:17-1437
LN907384.1 B.mackinnonii
MNO081892.1 Nigrograna sp. NIS-2019a
MT214568.1 N.chromolaenae MFLUCC 17-2079
GQ925848.1 B.marina CY 1228
-I MK358813.1 Biatriospora sp. VVS-2018a NFCCI-4245
GQ387614.1 N.mackinnonii CBS 110022
-I KF015609.1 B.mackinnonii CBS 110022
MG064456.1 N.mackinnonii dH 24525
KF015612.1 B.mackinnonii CBS 674.75T
KJ605422.1 N.mackinnonii E5202H
5 | NG 057838.1 N.mackinnonii CBS 674.75T
MG064454.1 N.mackinnonii dH 24494
KX650549.1 N.fuscidula MF3
1 KX650548.1 N.fuscidula MF1a
97 | KX650547.1 N.fuscidula MF1
KX650550.1 N.fuscidula MF1
721 LN626684.1 B.yasuniana E8604bT
97 | = MK762716.1 Nigrograna sp. MFLUCC17-2663
M2Z493318.1 Nigrograna sp. DNW-2021a DWX01-3-2
100 | M2493317.1 Nigrograna sp. DNW-2021a DWX01-3
24EM3
NG 058663.1 B.antibiotica CCF 4378T
LT221895.1 B.antibiotica CCF 4998
LN626683.1 B.peruviensis CCF4485T
—99{-N|:88892.1 Biatriospora sp. SYPF7962
LN626682.1 B.carollii CCF4484
DQ408556.1 S.obclavatulum
MF415392.1 Nigrograna sp. JZ-2017a
MF415393.1 Nigrograna sp. JZ-2017b
100 | NG 075345.1 N.magnoliae MFLUCC 20-0020T
68 1 MT159622.1 Nigrograna sp. NIS-2019a MFLUCC 20-0020

57 MK358812.1 Nigrograna sp. VVS-2018a NFCCI-4383
97 MN420686.1 N.rhizophorae MFLUCC 18-0397
100 MNO17845.1 N.rhizophorae MCD185

MF939585.1 Nigrograna sp.FL-2018a LC11691
90 | MF939583.1 Nigrograna sp.FL-2018a
MF939584.1 Nigrograna sp. FL-2018a LC11690

NG 073796.1 N.aquatica MFLUCC 17-2318T

LN907485.1 Biatriospora sp.1NV-2015
NG 064431.1 N.thymi MFLU 17-0497T
KY775573.1 Nigrograna sp. AM-2017a MFLU 17-0497
MN075269.1 N.thymi MFLUCC 19-0039
KP671728.1 Biatriospora sp.MUT4883
MH867504.1 N.fuscidula CBS 254.39
KX650553.1 N.mycophila MF5
MH878368.1 K.sundara CBS 488.73
KX650555.1 N.mycophila TDK
KX650558.1 N.obliqua KE
54 | KX650560.1 N.obliqua MF2
KX650557.1 N.obliqua BW4
MT214569.1 N.obliqua MFLUCC 14-0945

KX650556.1 N.norvegica TR8

MG298940.1 N.pandanicola KMUCC 17-0179
NG 057809.1 T.pertusa CBS 122368T

89

62

100

NG 057800.1 M.romeroi CBS 252.60T

0.01

Figura 12. Arvore filogenética das espécies dos géneros Biatriospora e Nigrograna, baseado no
alinhamento maltiplo das sequéncias parciais do gene LSU. A reconstrucdo filogenética foi realizada
pelo método da maxima verossimilhanga utilizando 100 bootstraps. A escala representa 0 nimero de
substituicdes. Trematosphaeria pertusa CBS 122371 e Medicopsis romeroi CBS 252.60 foram usados

como grupo externo. Nome em negrito indica isolado que representa nova espécie.



g7 LT797087.1 B.mackinnonii UTHSC:DI16-241
MT235801.1 N.chromolaenae MFLUCC:17-1437
GU479848.1 B.marina CY 1228
KF407986.1 B.mackinnonii CBS 674.75T
LN626673.1 B.mackinnonii E9303e
95 |1 MN389249.1 Nigrograna sp. JZ-2019a MFLU 18-2073
KF407985.1 B.mackinnonii CBS 110022
LN626672.1 Biatriospora sp. E8502C
100 L MN389250.1 Nigrograna sp. JZ-2019b MFLU 18-2072
LN626668.1 B.carolli CCF4484
LN626671.1 B.peruviensis CCF4485T
MF588928.1 Biatriospora sp. SYPF 7962
75, MT159605.1 Nigrograna sp.NIS-2019a
100 [ MF498582.1 Nigrograna sp.JZ-2017a
MF498583.1 Nigrograna sp. JZ-2017b GZCC 17-0057
LT797131.1 Biatriospora sp. 1 NV-2015 UTHSC:DI16-342
MF939613.1 Nigrograna sp.FL-2018a
- —100‘ MF939615.1 Nigrograna sp. FL-2018a LC11691
MF939614.1 Nigrograna sp. FL-2018a LC11690

24M3
76 —{
68 JX570934.1 B.antibiotica CCF 4378T

LN626670.1 B.yasuniana E8604bT
MK360067.1 N.leucaenae MFLUCC 18-1544
KF015678.1 M.romeroi CBS 252.60

31

44

37
25

55

91

KF015702.1 T.pertusa CBS 122368T

0.02

Figura 13. Arvore filogenética das espécies do género Biatriospora e Nigrograna, baseado no
alinhamento multiplo das sequéncias parciais do gene Tef-1. A reconstrugdo filogenética foi realizada
pelo método da maxima verossimilhanga utilizando 100 bootstraps. A escala representa 0 nimero de
substituicdes. Trematosphaeria pertusa CBS 122371 e Medicopsis romeroi CBS 252.60 foram usados

como grupo externo. Nome em negrito indica isolado que representa nova espécie.

A relacdo filogenética dos isolados 7, 33, 38, 40, 41, 48 e 50 com membros da
secdo Penicillium Citrina foi analisada utilizando sequéncias parciais do genes benA
e CaM (Figuras 14 e 15). De acordo com a filogenia molecular os isolados 7 e 33 sdo
filogeneticamente relacionados com Penicillium cintrinum e os isolados 40 e 41 com
Penicillium paxilli. P. citrinum possui ampla distribuicdo mundial, considerado uma
das formas de vida eucariota mais comum no planeta com diversas adaptacOes
ecologicas (PITT, 1979). Suas principais caracteristicas in vitro é crescimento em
CYA a 37 °C e produzir pigmento soltvel amarelo alaranjado em YES. Os isolados 7
e 33 apresentam caracteristicas semelhantes. Além disso, os isolados 7 e 33 similares
0 tipo da espécie de P. citrinum possuem taxas de crescimentos similares em meios

de cultura ap6s 7 dias de crescimento. A espécie P. paxilli pode ser distinguido de P.
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citrinum por sua incapacidade de crescer em 37 °C (HOUBRAKEN, et al 2011). Os
isolados 40 e 41 também ndo cresceram a 37 °C, e possuem outros caracteres similares
ao tipo da espécie de P. Paxilli, como producgdo de exsudato em CYA, auséncia da
producdo de &cido em CREA e taxas de crescimento semelhantes nos meios de
cultura. Com relacéo as caracteristicas micromorfoldgicas, o tamanho das métulas e
fialides diferiram, as linhagens 40 e 41 possuem métulas maiores e fialides menores
quando comparada com o tipo da espécie de P. paxilli. Essas diferencas conferem
plasticidade a espécie, uma vez que os isolados 40 e 41 estdo evoluindo
independetemente a milhares de ano do tipo da espécie P. Paxilli. Contudo,
filogeneticamente sdo 100% idénticos, além disso a maioria dos caracteres
morfolédgicos sdo semelhantes, indicando que P. paxilli é um registro de ocorréncia
para a restinga brasileira de Guaibim

J& os isolados 38, 48 e 50 possuem relagdes filogenéticas com Penicillium
sumatrense. Morfologicamente, os isolados 38, 48 e 50 diferem de P. sumatrense.
Possuem a maioria dos conidi6foros biverticilado, ocasionalmente mono e
terverticilado, estipes com paredes lisas e tamanho entre 48-202 (-240) x 1-2 um;
namero de métulas 2-3, com tamanho (-9)10-22 (-25) x 2-3 um (12.2 £3.6 x 2.3 +
0.42), comprimento das fialides entre 5-8 (-9) x 1-2 um (6.3 +1.5 x 1.9 +0.21). Por
outro lado, o tipo da espécie de P. sumatrense possui conidiéforos apenas
biverticilados, ocasionalmente com um ramo adicional, estipes de parede lisa a
levemente rugosa, com comprimento de até 200 x 2.0-3.0 um; namero de métulas de
3 a 6 com tamanho entre (10-) 12-16 x 2.0-3.0 um; comprimento das fialides entre
8.0-10 x 2.0-3.0um. Quanto as caracteristicas macromorfolégicas sdo distintos
também, o tipo da espécie de P. sumatrense possui taxas de crescimento bem maiores

em CYA e producdo de pigmento soltvel.
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JX141028.1 P. sumatraense CV0S03
JX141030.1 P. sumatraense CV1828
MHO47321.1 P. steckii MUT3495
s0
a8
LC131440.1 P. meleagrinum var. viridiflawsm MPUC247
KX961237.1 P. sumatraense CGMCC 3.18167
EU128573.1 P. sumatrense 205P
KP235304.1 P. sumatrense BS298
HM469411.1 P. meleagrinum ar. viridifawm KUC1678
KJ527430.1 P. sumatrense 5194
EF198505.1 P. meleagrinum var. ridifawsm NRRL 29653
JIN606632.1 P. sumatrense CBS 127363
LT559016.1 P. sumatrense DI16-76
KP235306.1 P. sumatrense JM854
JIN60B636.1 P. sumatrense CBS 127365
JX141026.1 P. sumatraense CV0179
JX141029.1 P. sumatraense CV0684
s IN60B644.1 P. sumatrense CBS 127362
EF198504.1 P. meleagrinum var. viridifiawm NRRL 28121
KJ775186.1 P. sumatrense DTO 179E9
KP235305.1 P. sumatrense JM173
MKS51832.1 P.sumatraense CMVO15F2
38
ot a2
JNB08634.1 P. sumatrense DTO 78A8
KUS07283.1 P. sumatrense DTO 26518
MK398003.1 P. sumatraense CMU C2 121
KJ775187.1 P. sumatrense DTO 269G9
3 lmoew 1 P. sumatrense CBS 41669
KU715285.1 P. sumatrense SMAB9
JX141034.1 P. sumatraense CV2285
JINE0BE38.1 P. sumatrense CBS 127366
MG832172.1 P. steckii MUTITA 1453
KF993385.1 P. citrinum PAV-M 1.150
%] x141033.1 P. sumatraense Cv2201
JX141032.1 P. sumatraense CV2184
KT779539.1 P. steckii MUTITA 5192
'8 KT779548.1 P. steckii MUTITA 5224
JN60E639.1 P. sumatrense CBS 28136T
MH243037.1 P. dokdoense CNUFC-DDS11-1T
JIN6B810.1 P. temigenum CBS 127354T
MNB882793.1 P. copticola DTO 418-F3
—— JN6OBBS1.1 P. manginii CBS 253317
JNE06705.1 P. neomiczynskii CBS 126231T
JX141015.1 P. sucrvorum CV1840T
JNB06706.1 P. miczynskii CBS 22028T
JIN6OB702.1 P. aurantiacobrunneum CBS 126228T

g

i

95[ L~ NB06700.1 P. quebecense CBS 101623T

JN606693.1 P. caimsense CBS 124325T
JNB0B663.1 P .vancouverense CBS 126323T
E1fl_ JN606670.1 P. wellingtonense DTO 76C6T
JNB06673.1 P. pasqualense CBS 126330T
JINB06677.1 P. atrofulum CBS 109.66T
JN606677.1 P.atrofulvum CBS 109.66T
JN606680.1 P. christenseniae CBS 126236T
JNGOBES7.1 P. raphiae CBS 126234T
3] UNBDBEBS. 1 P. 851175087
JN606800.1 P. ubiquetum CBS 1264377
JN606790.1 P. pancosmium CBS276.75T
JNB06717.1 P. westlingii CBS 127008
JN606732.1 P. nothofagi DTO76C2
JNB06733.1 P. cosmopolitanum CBS 126995T
JX140955.1 P.kapuscinskii CBS218.28T
JINB06768.1 P. godlewskii CBS 21528T
78} JN606779.1 P.waksmanii CBS23028T
JNB06758.1 P. chrzaszczii CBS21728T
JNB06B37.1 P. gallaicum CBS 16781T
JN606844.1 P. paxilli CBS 360.48T
a
36
a0

KJ413338.1 P.shearii AC1307
_m{mamzu P. shearii CV0499

GUS44520.1 P. gorfenkoanum CBS 408.60T
GUB44522.1 P. steckii CBS 260.55T
GUB44532.1 P. tropicum CBS 112584T
GUB44535.1 P. sizowae CBS 413.60T
GUS44531.1 P. tropicoides CBS 122410T
GUS44538.1 P. hetheringtonii CBS 122392T
56

55

37

33

44
25
2|z1
23

GUS44545.1 P, citrinum CBS 130.45T

JN606819.1 P. sanguifiuum CBS 1270327
JNB06838.1 P. roseopurpureum CBS 266.20T
MN380988.1 Penicillium sp. CCOCA11333
JN606808.1 P. euglaucum DTO 16G1
JN606815.1 P. argentinense DTO 1687
JNB06842.1 P. anatolicum CBS 30889

39] JN606849,1 P. anatolicum CBS 479.66T
JN606848.1 P. anatolicum CBS 47866
JX141042.1 P. CBS 312.48T

o1
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Figura 14. Arvore filogenética das espécies da se¢do Penicillium Citrina, baseado no alinhamento

maltiplo das sequéncias parciais do gene BenA. A reconstrucéo filogenética foi realizada pelo método

da maxima verossimilhanca utilizando 100 bootstraps. A escala representa 0 nimero de substituicdes.

Penicillium corylophilum CBS 31248 foi usado como grupo externo. Nome em negrito indica isolados

que representa registro de ocorréncia e novas espécies.



90 MN969312.1 P. westlingii CBS 231.28T
99 L JNB06507.1 P. nothofagi DTO 76C2
MN969249.1 P. cosmopolitanum CBS 126995T
MN969306.1 P. ubiquetum CBS 126437T
MN969284.1 P. pancosmium CBS 276.75T
9 MN969252.1 P. decaturense CBS 117509T
MN969244.1 P. chrzaszczii CBS 217.28T
MN969258.1 P godlewskii CBS 215.28T
MN969310.1 P. waksmanii CBS 230.28T
100 — MN969240.1 P. caimsense CBS 124325T
JN606509.1 P. quebecense CBS 101623T
MN969238.1 P. aurantiacobrunneum CBS 126228T
100 0 MN969277.1 P. miczynskii CBS 220.28T
66 MN969278.1 P. neomiczynskii CBS 126231T
JX141506.1 P. sucrivorum CV1840T
———— MN969274.1 P. manginii CBS 253.31T
MN969243.1 P. christenseniae CBS 126236T
MN969292.1 P. raphiae CBS 126234
MN969286.1 P. pasqualense CBS 126330T
JN606387.1 P. atrofulum CBS 109.66T
MN969307.1 P. vancouwerense CBS 126323T
JN606395.1 P. wellingtonense DTO 76C6T
gg_l MN969301.1 P. sumatraense CBS 281.36

3876
0

83

EF198522.1 P. sumatrense NRRL 779

MN969301.1 P. sumatraense CBS 281.36T

38

EF198514.1 P. meleagrinum var. viridifiawm NRRL 29665
JX141518.1 P. sumatraense CV0503

100 | EF198520.1 P. meleagrinum var. virdifiawm NRRL 29653
EF198521.1 P. meleagrinum var. virdifiawm NRRL 28121
JX141516.1 P. sumatraense CV0179

o8 EF198519.1 P. meleagrinum var. vindifiawm NRRL 35638
AY678557.1 P. steckii AS3.6671

JX141520.1 P. sumatraense CV1828

JX141525.1 P. sumatraense CV2328

AY678547.1 P. steckii AS3.5684

EF198513.1 P. meleagrinum var. vindifiawm NRRL 6181

s
o0

[+2]

48
50

99 — MH243031.1 P. dokdoense CNUFC-DDS11-1T
100 [JN606583.1 P. terrigenum DTO 9D4T

L UN608553.1 P. copticola DTO 19H7T

100 JN606556.1 P. roseopurpureum CBS 266.29T
80 | E JN606555.1 P. sanguifiuum DTO 20B7T
JN606548.1 P. gallaicum CBS 167.81T
61E MN969304.1 P. tropicum CBS 112584T

53 MN©969303.1 P. tropicoides CBS 122410T

61 MN969298.1 P. sizovae CBS 413.69T

2 99 r MN969263.1 P. hetheringtonii CBS 122392T
100 4 MN869245.1 P. citrinum CBS 139.45T

MN969300.1 P. steckii CBS 260.55T

“— MN969259.1 P. gorfenkoanum CBS 408.69T

40
100] 44

'JN606566.1 P. paxilli CBS 360.48T
&3 JN606538.1 P. shearii CBS 118059
JN606565.1 P. shearii CBS 343.54
100 | JN606572.1 P. shearii CBS 502.78
62 EU644068.1 P. shearii CBS290.48T
67' JN606560.1 P. shearii CBS 290.48
100 IjJN606549,1 P. argentinense DTO 16B7

JNB06542.1 P. argentinense DTO 132D5
JNB06564.1 P. euglaucum CBS 323.71T
100 [— JN606562.1 P. anatolicum CBS 308.89
MK451579.1 P. anatolicum CMV011H1
53 LT594413.1 P. anatolicum S832
98 Ll IN606571.1 P. anatolicum CBS 479.66T
761 JN606570.1 P. anatolicum CBS 478.66
KP016780.1 P. corylophilum CBS 312.48T

0.1
Figura 15. Arvore filogenética das espécies da se¢do Penicillium Citrina, baseado no alinhamento

maltiplo das sequéncias parciais do gene CaM. A reconstrugdo filogenética foi realizada pelo método
da maxima verossimilhanca utilizando 100 bootstraps. A escala representa o nimero de substituicoes.
Penicillium corylophilum CBS 31248 foi usado como grupo externo. Nome em negrito indica isolados
que representa registro de ocorréncia e novas espécies.



Resultados das analise filogenéticas construidas a partir dos conjuntos de dados
de benA e CaM (Figuras 16, 17 e 18) indicam que os isolados 25M3 e 42M4 s&o
relacionados filogeneticamente com Penicillium echinulonalgiovense, entretanto,
formam um clado distinto. P. echinulonalgiovense foi descrito pela primeira vez em
1956, e recentemente foi isolado como endofitico de bromélia na Caatinga (FREIRE
et al., 2020). Os caracteres morfolégicos das linhagens 25M3 e 42M4 foram
comparados com 0s caracteres do registro de ocorréncia, e possuem diferencas tanto
macromorfoldgicos, bem como micromorfoldgicos.

De acordo com as filogenias (Figuras 16, 17 e 18), os isoaldos 15, 18 e 20 sé&o
filogeneticamente diferentes e se agrupam préximo das espécies Penicillium
pedernalense e Penicillium infrabuccalum. Além disso, diferem morfologicamente,
como nas taxas de crescimento das colénias nos meios CYA 25 e 30 °C, YES, OA
CREA, DG18 e CYAS, na quantidade de producdo de acido e nos tamanhos dos

caracteres microscopicos.
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LT882668.1 Penicillium echinulonalgiovense RB 217
LT882669.1 Penicillium echinulonalgiovense RB 218
MG452804.1 P.sp. 2AM-2018 80b

MG452805.1 P.sp. 2AM-2018 505T

LTB82667.1 Penicillium echinulonalgiovense URM 7599
MG452806.1 P.sp.2AM-2018 9b

MG452807.1 P.sp.2AM-2018 20b

GU981631.1 P. echinulonalgiovense CBS 328.59T
MGS906532.1 P.sp. T115.184

KY485121.1 P.sp. NN072339

25M3

42m4

KY495120.1 P. griseoflavurn NNO72331T
KTB87808.1 P. cataractum KAS 2145T

KY495123.1 P. globosum NNO72354T

KY495095.1 P, guangxiense NN044175T
GU981630.1 P. mariae-crucis CBS 271.83T
MK802333.1 P. alagoense URM 8086T
KF296465.1 P. paraherquei CBS 338.59T
GU981627.1 P. onobense CBS 174.81T
GU981629.1 P. brasilianum CBS 253.55T
GU981626.1 P. skrjabinii CBS 439.75T
KT887817.1 P. infrabuccalum KAS 2181T

15

KY495136.1 P.sp.YD-2017m NN072452 1
KY495137.1 P.sp.YD-2017m NN072452

49 KU255397.1 P.pedemalense F02-53
KU255396.1 P. pedemalense F01-11

o KU255396 P. pedemalense CBS 140770

—— KT887823.1 P. panissanguineum KAS 2209T

—— KY495124.1 P. jaevigaturm NNO72364T

24 GU9B1632.1 P. simplicissimum CBS 372.48T

23— KT887802.1 P. tanzanicum KAS 1946T
KY495149.1 P. spinuliferum NNO72545T

i

GU9B1642.1 P. araracuarense CBS 113149T
. K[ GU981637.1 P. wotroi CBS 118171T
KY495116.1 P. austrosinenseT
MH674391.1 P. guaibinense 23EM8T
KJ775167.1 P. singorense DTO 133C6T
KT887833.1 P. amphipolaria KAS 2555T
KY495113.1 P. wiridissimum NN072081T
GU981646.1 P. penarojense CBS 113178T
GU981647.1 P. vanderhammenii CBS 126216T
GU981651.1 P. zonatum CBS 992.72T
GU981650.1 P. abidjanum CBS 246 67T
GU981649.1 P. daleae CBS 211.28T
KY495125.1 P. jianfenglingense NNO72384T
KY495138.1 P. rubriannulatum NNO72456T
KT887806.1 P. bissettii KAS 1951T
KUS54679.1 P. fructuanae-cellae P3T
GUS81653.1 P. vasconiae CBS 339.79T
KY495118.1 P. hainanense NN072329T
JX091514.1 P. annulatum CV0037T
KP691061.1 P. excelsum HF-2015T
GU981670.1 P. pulvillorum CBS 280.39T
KY495147.1 P. soliforme NN072519T
GU981668.1 P. piscarium CBS 362.48T
KXB650295.1 P. terrarumae HGUP2025
KT887816.1 P. camponotum KAS 2177T
KC346327.1 P. subrubescens DTO 188-D6T
KY495141.1 P. flavroseum NN072483T
DQ486644.1 P. svalbardense EXF-1307
GU981672.1 P. ochrochloron CBS 357.48T
71~ MN969394.1 P. reticulisporum CBS 122.68T
JXD91524.1 P. malacosphaerulum CV2855
MK451280.1 P. caperatum CMV013G5
GU981657.1 P. javanicum CBS 341.48T
O MF184995.1 P. setosum SBSTJPO1
GUZ81663.1 P. elleniae CBS 118135T
LT904699.1 P. uruguayense FMR 14490T
GU981656.1 P. meloforme CBS 445.74T
GUS81852.1 P. ehriichii CBS 324 48T
GU9B1655.1 P. coeruleum CBS 141.45T
GU981654.1 P. levitum CBS 345.48T
KY495099.1 P. yunnanense NN051336T
KMO000846.1 P. koreense KACC 47721
GU981622.1 P. raperi CBS 281.58T
JXD91526.1 P. curticaule CV2842T
GUB81620.1 P. lineolatum CBS 188.77T
97 EU021669.1 P.brefeldianum NRRL 710T
GU981621.1 P. limosum CBS 339.97T
GU981624.1 P. cremeogriseum CBS 223.66T
JX091520.1 P. ortum CV0102T
KF296467.1 P. gniseopurpureum CBS 406.65T
GU981625.1 P. janthinellum CBS 340.48T
KF296469.1 P. glaucoroseum NRRLO08T
MNO69376.1 P. cluniae CBS 326.89T
KF296468.1 P. ludwigii CBS 417.68T
GU981667.1 P. rolfsii CBS 368.48T

ﬁ JIN617717.1 P.stolkiae CBS 315.67T

KF296462.1 P. oxalicum CBS 219.30T
_‘ r HEB51133.1 P. diatomitis CCF 3904T
FM865811.1 P. soosanum CCF3778T

0.05

Figura 16. Arvore filogenética das espécies da secdo Penicillium Lanata-divaricata, baseado no

81

alinhamento maltiplo das sequéncias parciais do gene BenA. A reconstrucao filogenética foi realizada
pelo método da maxima verossimilhanga utilizando 100 bootstraps. A escala representa 0 nimero de
substituicdes. Penicillium stolkiae CBS 31567 foi usado como grupo externo. Nome em negrito indica

isolados que representam novas espécies.



68

KT887786.1 P. cataractum DAOMC250533
KT887787.1 P. cataractum DAOMC250535
KT887769.1 P. cataractum KAS 2145T
MN968330.1 P. globosum NNOT2354T
KT887765.1 P. cataractum KAS 1948
o ' MN980332.1 P. guangriense Nos4175T
| — KF298374.1 P. mariaecrucis C8S 271.83T
MN969331.1 P. NNOT2331T
MNS6335.1 P. laeugatum NNOT2364T
KF296373.1 P. araracuarense CBS 1131497
T Kra06360.1 P. wotr CBS 1181717
4] — MN969338.1 P. spinuilerum NNO72545T
MK802336.1 P. alagoense URM 8086T
MNS63299.1 P. skrjabini CBS 433.75T
ABE667857.1 P. brasilianum CBS 253 55T
52|~ KF296371.1 P. onobense CBS 174.81T
81L- KF296372.1 P. paraherquei CBS 338.50T
MK463894.1 P. echinuionaigiovense URM 7669
LT882670.1 P. echinulonaigiovense URM 7599
LT882672.1 P. echinuionaigiovense RB 218
LT882671.1 P. echinulonaigiovense RB 217
KX961269.1 P. echinulonaigiovense CBS 328.59T
KY484952.1 P. sp YD2017a
25M3
—= 4a2ma
KY494953.1 P. tanzanicum NNOT2345
KY494982.1 P. tanzanicum NNOT2555
KTB87763.1 P. tanzanicum KAS 19467
L KT887785.1 P. tanzanicum DAOMC250516
KTB87764.1 P. tanzanicum DAOMC250515
?xmrm 1 P. panissanguineumn KAS 2208T

KT887783.1 P. panissanguineur DAOMC250561
KF296368.1 P. simplicissimum C8S 372.48T
KT887778.1 P. infrabuccalum KAS 2181T
KT887771.1 P. infrabuccalum DAOMC250536
MNS89322.1 P. pedemalense DTO 366A3

KY494967.1 P. sp. YD2017m NNO72452 1
20
18

MN969315.1 P. zonatum CBS 982 72T

KY494946.1 P. daleae NNOT2175

KF206385.1 P. daleae CBS 211.28T

77— KF206381.1 P. penarojense CBS 113178T
KF296382.1 P. vanderhammenii CBS 126216T
{xmma 1 P. amphipolaria KAS 2555T

KT887760.1 P. amphipolaria DAOMC250549

KT887761.1 P. amphipolaria DAOMC250550

|- MN969338.1 P. windéssimum NNOT2081T

711 49 KJ775401.1 P. singorense DTO 120H8

91| MH674393.1 P. guaibinense 23M8T

MNQ69328.1 P. austrosinenseT

5| | KJ775403.1 P. singorense DTO 133C6T

5] <775402.1 P. singorense DTO 13118
KJ775400.1 P. singorense DTO 129H7

KF296386.1 P. vasconiae CBS 339.79T

KTBS7767.1 P. bissettii KAS 19517

KF296379.1 P. piscarium CBS 362.48T
MN96337.1 P. soliforme NNOT2513T
KC346338.1 P. swalbardense CBS 122416T
KF206378.1 P. ochrochioron CBS 357.48T
o5y KF206377.1 P. pubvilorum CBS 280.30T
KMOB9064.1 P. simplicissimum DTO01589
KT887777.1 P. camponotum KAS 2177T
MN969329.1 P. flawiroseur NNO72483T
KC346339.1 P. terrarumae CBS 131811
MN969323.1 P. terrarumae DTO 174H2T
MN969333.1 P.

g9/ KF206387.1 P. javanicum CBS 341.48T

KF296389.1 P. eflenise CBS 118135T
LT904698.1 P. uruguayense FMR 144907
KF296393.1 P. coeruleum CBS 141.45T
KF296394.1 P. lowitum CBS 345.48T
KF206396.1 P. meloforme CBS 445.74T
KF296395.1 P. ehrfichii CBS 324 48T
MN969272.1 P.lineolatum C8S 188.77T
JX141536.1 P. curticaule CV2842T

99— EU021683.1 P. brefeicianum NRRL 710T
KF296388.1 P. kmosum CBS 339.97T
KF296399.1 P. rapeni CBS 281.58T

AF481135.1 P. stolkise CBS 315.67T
AY678539.1 P. implicatum AS3.6575
MNS69283.1 P. oxalicum CBS 219.30T

o1

Figura 17. Arvore filogenética das espécies da secdo Penicillium Lanata-divaricata, baseado no

alinhamento maltiplo das sequéncias parciais do gene CaM. A reconstrucao filogenética foi realizada
pelo método da maxima verossimilhanca utilizando 100 bootstraps. A escala representa 0 nimero de
substitui¢Bes. Penicillium stolkiae CBS 31567 foi usado como grupo externo. Nome em negrito indica
isolados que representam novas espécies.



75 LT882668.1 P. echinulonalgiovense RB 217

99) LT882669.1 P. echinulonalgiovense RB 218
100 ' LT882667.1 P. echinulonalgiovense URM 7599
GU981631.1 P. echinulonalgiovense CBS 328.59T

KY495120.1 P. griseoflawum NN072331T
GU981630.1 P. mariae-crucis CBS 271.83T
KY495095.1 P. guangxiense NN044175T
KT887808.1 P. cataractum KAS 2145T
KY495123.1 P. globosum NN072354T
MK802333.1 P. alagoense URM 8086T
GU981626.1 P. skijabinii CBS 439.75T
KF296465.1 P. paraherquei CBS 338.59T
GU981629.1 P. brasilianum CBS 253.55T
GU981627.1 P. onobense CBS 174.81T
KT887802.1 P. tanzanicum KAS 1946T
GU981642.1 P. araracuarense CBS 113149T
GU981637.1 P. wotroi CBS 118171T
KY495149.1 P. spinuliferum NN072545T
KY495124.1 P. laevigatum NNO72364T
KT887823.1 P. panissanguineum KAS 2209T

18

GU981632.1 P. simplicissimum CBS 372.48T
KU255396 P.pedernalense CBS140770T
KT887817.1 P. infrabuccalum KAS 2181T
15
)1 ky495136.1 P. sp.YD-2017m NN072452 1
10] 48
85120
GU981650.1 P. abidjanum CBS 246.67T
GU981651.1 P. zonatum CBS 992.72T
KY495125.1 P. jianfenglingense NN0O72384T
KY495138.1 P. rubriannulatum NNO72456T
KF296467.1 P. griseopurpureum CBS 406.65T
GU981649.1 P. daleae CBS 211.28T
GU981646.1 P. penarojense CBS 113178T
GU981647.1 P. vanderhammenii CBS 126216T
100 KT887833.1 P. amphipolaria KAS 2555T
KY495113.1 P. vindissimum NN072081T
KJ775167.1 P. singorense DTO 133C6T
Too || KY495116.1 P. austrosinenseT
96 L MH674391.1 P. guaibinense 23EM8T
KY495118.1 P. hainanense NN072329T
KT887806.1 P. bissettii KAS 1951T
KU554679.1 P. fructuariae-cellae P3T
GU981653.1 P. vasconiae CBS 339.79T
GU981667.1 P. rolfsii CBS 368.48T
JX091514.1 P. annulatum CV0037T
GU981668.1 P. piscanum CBS 362.48T
KY495147.1 P. soliforme NN072519T
GU981670.1 P. pulvillorum CBS 280.39T
KP691061.1 P. excelsum HF-2015T
KY495141.1 P. fiaviroseum NN072483T
GU981672.1 P. ochrochloron CBS 357.48T
KT887816.1 P. camponotum KAS 2177T
KC346327.1 P. subrubescens DTO 188-D6T
GU981657.1 P. javanicum CBS 341.48T
MN969394.1 P. reticulisporum CBS 122.68T
GU981663.1 P. elleniae CBS 118135T
LT904699.1 P. uruguayense FMR 14490T
GU981656.1 P. meloforme CBS 445.74T
GU981652.1 P. ehrichii CBS 324.48T
GU981655.1 P. coeruleum CBS 141.45T
1001 GU981654.1 P. levitum CBS 345.48T
GU981620.1 P. lineolatum CBS 188.77T
JX091526.1 P. curticaule CV2842T
100 — EU021669.1 P.brefeldianum NRRL 710T
GU981621.1 P. limosum CBS 339.97T
100 — GU981622.1 P. rapeni CBS 281.58T
KY495099.1 P. yunnanense NN051336T
96— GU981624.1 P. cremeogriseum CBS 223.66T
JX091520.1 P. ortum CV0102T
GU981625.1 P. janthinelium CBS 340.48T
KF296469.1 P. glaucoroseun NRRLS08T
MN969376.1 P. cluniae CBS 326.89T
95 L KF296468.1 P. ludwigii CBS 417.68T
JIN617717.1 P.stolkiae CBS 315.67T
KF296462.1 P. oxalicum CBS 219.30T

—

— HE®51133.1 P. diatomitis CCF 3904T
100L- FM865811.1 P. soosanum CCF3778T

—_—
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Figura 18. Arvore filogenética das espécies da secdo Penicillium Lanata-divaricata, baseado no
alinhamento multiplo das sequéncias parciais dos genes BenA e CaM. A reconstrucéo filogenética foi

realizada pelo método da méxima verossimilhanga utilizando 100 bootstraps. A escala representa o
numero de substitui¢des. Penicillium stolkiae CBS 31567 foi usado como grupo externo. Nome em

negrito indica isolados que representam novas espécies.



As filogenias feitas com base nos dados de sequéncias de ITS e LSU da
linhagem 36EM5 com espécies do género Tremateia (Figuras 19, 20 e 21) resultaram
em arvores com topologias semelhantes. Na filogenia de Gnico gene, ITS (Figura 19),
0 isolado 36EM5 forma um clado distinto com uma cepa ainda desconhecida de
Pleosporales sp. 1YHY-2018 Y. H. Yeh V0424 e dois isolados identificados como
pertencentes ao género Phoma. Na filogenia utilizando dados da regido génica do
LSU e na filogenia combinada do ITS e LSU (Figuras 20 e 21), o isolado 36EM5
forma um clado distinto das demais tipos das espécies desse género. Entretanto, duas
espécies de Tremateia, Tremateia lamiacearum e Tremateia halophila ndo possuem
sequéncias de ITS disponiveis no Genbank. Mas, uma arvore baseada nas sequéncias
parciais da pequena subunidade ribossomal, 18 S, mostra que essas duas espéecies sao
distantes filogeneticamente do grupo de espécies que sd@o mais proximas da cepa
36EMS5 (Figura 22). O género Tremateia foi estabelecido em 1995 por Kohlmeyer e
colaboradores como um género marinho facultativo. T. halophila foi descrita como
espécie tipo do género (HYDE et al., 2020; MAPOOK et al., 2020). Entretanto, em
2016 foi constatado que esse género ocorre também em habitat terrestre (HYDE et
al., 2016). Todas as espécies conhecidas desse género possuem a micromorfologia
assexuada indeterminada (HYDE et al., 2016; FENG, ZHANG & LIU, 2019; HYDE

etal., 2020; MAPOOK et al., 2020).
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MT214451.1 Tremateia sp. AM-2020b MFLUCC 17-1424
MK®634581.1 Didymosphaeriaceae sp. MFLU 18-2246
100 | KX274247 .1 T.guiyangensis GZAASO1T
NG 068710.1 T.chromolaenae MFLUCC 17-1425T
45 KX274248.1 T.arundicola MFLUCC 16-1275T
MN473055.1 T.lamiacearum MFLU 18-0826T
36EMS
70 NG 073764.1 T.camporesii MFLU 19-2109T

28

93 L MK972751.1 T.murispora GZCC 18-2787T
94 LN907399.1 Kalmusia sp. 1 NV-2015 UTHSC DI16-256
GQ254669.1 L.chartarum
———— L R585036.1 Tremateiasp sp.SG8c
# 72 |NG 068711.1 T.thailandensis MFLUCC 17-1430T
64 26 MT214455.1 Tremateia sp. AM-2020c MFLUCC 17-1430

100 [, NG 068709.1 T.chiangraiensis MFLUCC 17-1428T
76 | MT214449.1 Tremateia sp. AM-2020a MFLUCC 17-1428
2 100 | NG 071257.1 B.omanensis SQUCC 15280T
MT271820.1 B.omanensis SQUCC 15280

84 MH872950.1 B.novae-zelandiae CBS 107.79
53 100 ' NG 058623.1 B.novae-zelandiae CBS 107.79T
L—— KY706131.1 N.thailandica MFLUCC 16-0399

NG 068857.1 N.kunmingensis HKAS 101765T
‘99’» JX681110.1 K.brevispora CBS 120248

MKO079889.1 Neokalmusia sp. HJ-2018a KUMCC 18-0120
GU301857.1 P.winteri CBS 182.58
DQ678073.1 P.winteri AFTOL-ID 1590

LN907427.1 Phaeodothis sp. 1 NV-2015 UTHSC DI16-284
EU754139.1 P.tiliae CBS 265.94

NG 059664.1 L.centaureae MFLUCC 13-0601T

89 I: MH376738.1 P.pandanicola MFLUCC 18-0116
MH872054.1 P.chartarum CBS 679.71

13 pg | DQ384103.1 D.sadasivanii CBS 438.65
EU490012.1 Uncultured Ascomycota 4S1 H02
LR994340.1 uncultured fungus ASV 1023
LR993396.1 uncultured fungus
96 | HG996048.1 uncultured Pleosporales 92878040
NG 066304.1 D. leucaenae MFLUCC 17-0896T

—
0.005
Figura 19. Arvore filogenética das espécies do género Tremateia, baseado no alinhamento multiplo

das sequéncias parciais do gene ITS. A reconstrucdo filogenética foi realizada pelo método da maxima
verossimilhanca utilizando 100 bootstraps. A escala representa o nimero de substituigdes. Nome em

negrito indica isoladoo que representa nova espécie.
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78 MK367523.1 Pleosporales sp. Z-G-24
KX274240.1 T.guiyangensis GZAASO1T
KX274241.1 T.arundicola MFLUCC 16-1275T
NR 168868.1 T.chromolaenae MFLUCC 17-1425T
MWO081386.1 T.guiyangensis 5-F14
36EMS5
MH141294.1 Pleosporales sp. 1 YHY-2018 Y.H. Yeh V0424
5 [ KY484798.1 Phoma sp. 125
931 KY484799.1 Phoma sp. 135
NR 169985.1 T.camporesii MFLU 19-2109T
100 | 99 MK962245.1 T.murispora GZCC 18-2787T
GQ120975.1 Fungal endophyte 286B
KU991905.1 Didymosphaeriaceae sp. SYC-R-4
JX974736.1 Uncultured fungus J026
MT300181.1 Pleosporales sp. SC
NR 168867.1 T.chiangraiensis MFLUCC 17-1428T
NR 168869.1 T.thailandensis MFLUCC 17-1430T
L—— LR585034.1 cf. Tremateia sp. SG8c
NR 154131.1 L.centaureae MFLUCC 13-0601T
NR 135967.1 Phoma herbarum CBS 615.75 ITST

84 NR 137837.1 Phoma aloes ITST

97

46

100

0.2
Figura 20. Arvore filogenética das espécies do género Tremateia, baseado no alinhamento multiplo

das sequéncias parciais do gene LSU. A reconstrucdo filogenética foi realizada pelo método da
méaxima verossimilhancga utilizando 100 bootstraps. A escala representa o nimero de substituicdes.
Nome em negrito indica isoladoo que representa nova espécie.

100 —— NG 068711.1 T.thailandensis MFLUCC 17-1430T
‘iL L NG 068709.1 T.chiangraiensis MFLUCC 17-1428T
61 36EM5

NG 073764.1 T.camporesii MFLU 19-2109T
41()()': MK972751.1 T.murispora GZCC 18-2787T
NG 068710.1 T.chromolaenae MFLUCC 17-1425T
KX274247.1 T.guiyangensis GZAASO1T

MN473055.1 T.lamiacearum MFLU 18-0826T
KX274248.1 T.arundicola MFLUCC 16-1275T

NG 059664.1 L.centaureae MFLUCC 13-0601T

0.05
Figura 21. Arvore filogenética das espécies do género Tremateia, baseado no alinhamento multiplo

das sequéncias parciais dos genes ITS e LSU. A reconstrucdo filogenética foi realizada pelo método
da maxima verossimilhanga utilizando 100 bootstraps. A escala representa 0 nimero de substituicdes.

Nome em negrito indica isoladoo que representa nova espécie.



34 MK972750.1 Tremateia murispora GZCC 18-2787
‘%FL MN473050.1 Tremateia camporesii MFLUCC 19-2109
MN473049.1 Tremateia lamiacearum MFLUCC 18-0826
33 | KX274254.1 Tremateia arundicola MFLUCC:16-1275
97 KX274253.1 Tremateia guiyangensis GZAASO01
- NG 070160.1 Tremateia chromolaenae MFLUCC 17-1425

GU296201.1 Tremateia halophila JK 5517J
r NG 070159.1 Tremateia chiangraiensis MFLUCC 17-1428

FTi) — NG 070161.1 Tremateia thailandensis MFLUCC 17-1430
KU743193.1 Laburnicola centaureae MFLUCC:13-0601

0.01
Figura 22. Arvore filogenética das espécies do género Tremateia, baseado no alinhamento multiplo

das sequéncias parciais do gene gene 18 S. A reconstrucdo filogenética foi realizada pelo método da
méaxima verossimilhanga utilizando 100 bootstraps. A escala representa 0 ndmero de substituices.

Nome em negrito indica isoladoo que representa nova espécie.

3.3 Taxonomia
De acordo com os dados filogenéticos, os isolados 124EM2, 15, 18, 20, 25M3,

42M4, 24M3, 36EM5, 7T0EM7, 11EM7 e 13EM3, pertencentes a diferentes géneros
estdo em clados distintos nas filogenias e diferem fenotipicamente das espécies
relacionadas filogeneticamente. Com base nesses dados, descrevemos 7 espécies
novas para 0s géneros Aspergillus, Penicillium, Tremateia, Nigrograna,
Neoscytalidium e Latorua. As andlises filogenéticas indicam que os isolados 7, 33,
40, 41, 1EM1 e 1EM4 sdo registros de ocorréncia para os géneros Aspergillus e

Penicillium.

Descricdo morfologica de Aspergillus sp. ISLEML1 e Asperillus sp. ISIEM4, secdo
Terrei (Figura 23).

Diametro das col6nias, 7 d (em mm): CYA: 38-40; CYA 37°C: ; MEADI: 18-28 ;
OA: 31-41; CREA: 21-26; YES: 36-40;

Caracteres das colonias: CYA 25 °C, 7 d: colonias flocosa, radial e concentricamente
enrugada, micélio branco (No. 263), esporulacdo amarelo esverdeado brilhante (No.

98), amarelo esverdeado vivo (No. 97), sem exsudato, pigmento soltvel amarelo
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laranja forte (No. 68), reverso laranja profundo (No. 51), amarelo laranja profundo
(No. 69). MEADI 25 °C, 7 d: colénias flocosa, concentricamente enrugada, micelio
branco (N° 263), esporulacdo moderado amarelo alaranjado (N° 71), rosa amarelado
(N° 29), laranja claro amarelo (No. 70), amarelo acinzentado (No. 90) sem exsudado,
pigmento soltvel amarelo esverdeado vivido (No. 97), amarelo vivo (No. 82), reverso
amarelo laranja profundo (No. 69), amarelo forte (No. 84), amarelo laranja forte (No.
68), amarelo laranja brilhante (No. 67), marrom forte (No. 55) e amarelado escuro
(No. 78). OA 25 °C, 7 d: col6nias flocosa, plana, micélio branco (No. 263),
esporulacdo moderada amarelo alaranjado (No. 71), amarelo palido (No. 89),
exsudato claro, pigmento solivel amarelo laranja forte (No. 68) e laranja forte (No.
51). CREA 25 °C, 7 d: col6nias com esporulagdo moderada, sem acido. YES 25 °C,
7 d: col6nias flocosa, concentricamente e aleatoriamente enrugada, micélio branco
(N° 263), esporulagéo amarelo brilhante (N° 83), amarelo claro (N° 86), néo exsudato,
pigmento soltvel amarelo laranja forte (No. 68), reverso amarelo laranja profundo
(No. 69), marrom amarelado forte (No. 74), amarelo laranja brilhante (No. 67) e

amarelo laranja moderado (No. 71).

Descricdo morfoldgica de Aspergillus sp. IS124EM2, secdo Terrei (Figura 24).
Diametro das coldnias, 7d (em mm): CYA: 28; CYA 37°C: 31; CY20S: 32; OA: 20;
CREA: 20; MEADI: 17; YES: 28; CZ: 18;

Caracteres das colonias: CYA 25 °C, 7 d: colbnias flocosas, radial e
concentricamente enrugada, micelio branco (No. 263), esporulacdo amarelo
esverdeado vivido (No. 97), cinza amarelado (No. 93) exsudato as vezes claro,
pigmento soltvel amarelo brilhante (No. 83), reverso marrom amarelado profundo
(No. 75), amarelo brilhante (No. 83). CYA 37 °C, 7 d: col6nias as vezes com exsudato

claro, pigmento soltuvel amarelo brilhante (No. 83). CY20S 25 °C, 7 d: col6nias

74



flocosas, radialmente e irregularmente enrugada, micélio branco (No. 263),
esporulacdo rosa palido (No. 7), branco rosado (No. 9), ndo exsudado, pigmento
solivel amarelo brilhante (N° 83), reverso amarelo vivido (N° 82) para amarelo
brilhante (N° 83). OA 25 °C, 7 d: colbnias flocosaS, micélio branco (No. 263),
esporulacdo cinza amarelado (No. 93), exsudato claro, pigmento soltvel amarelo forte
(No. 84). CREA 25 °C, 7 d: coldnias com esporulagdo moderada, sem &cido. 25 °C,
7 d: colbnias flocosas, planas, micélio branco (N° 263), esporulacdo branco rosado
(N° 9), branco amarelado (N° 92), sem exsudato, sem pigmento sollvel, reverso
marrom amarelado forte (No. 74). YES 25 °C, 7 d: colonias flocosas, irregularmente
enrugada, micélio branco (n° 263), esporulacdo branco amarelado (n° 92), branco (n°
263), sem exsudato, pigmento soltvel amarelo vivo (N° 82), reverso amarelo brilhante
(N° 83), amarelo laranja forte (N° 68). CZ 25 °C, 7 d: coldnias flocosas com &reas
submersas, micélio amarelo esverdeado claro (No. 101), esporulacdo amarelo
profundo (No. 85), sem exsudato, sem pigmento solUvel, reverso amarelo esverdeado
claro (No. 101).

Micromorfologia: bisseriado, cabeca conidial colunar, estipes lisa, sinuosa, nao
septada e hialina (52-) 60-195 x 2- 4.5 um. Vesiculas variam de espatuladas a
piriformes, algumas vezes globosas, 8-15 x 6-13 pum; conidios lisos a levemente

rugosos, globosos e subglobosos, 2.0 x 2.0 (-2.5) um.
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B D e E i
Figura 23 . A. Aspergillus sp. 1EM1 e Aspergillus sp. LEM4, apds 7 dias em meios de cultura a 25 °C,
da esquerda para direita, primeira fila, verso CYA, MEADbI, YES, OA; segunda fila, reverso de CYA,

MEADbI, YES e verso de CREA. B, C, E, F. Conidi¢foros. D. Conidios. Barras de escalas = 10 pm.

Descricdo morfoldgica de Latorua sp. ISLIEMS3 e Latorua sp. ISI3EM3 (Figura
25).

Diametro das coldnias, 14 d (em mm): BDA: 26-34; MEA: 34-35; OA: 31-37;
Caracteres das colonias: MEA 25 °C, 14 d: coldnias radialmente e concentricamente
sulcadas no reverso, com micélio aéreo plano moderado cinza claro (No. 264) no
centro e cinza médio (No. 265) na margem, reverso preto (No 267), com margens
lisas e uniformes. BDA 25 °C, 14 d: col6nias radialmente sulcadas, com micélio aéreo
plano moderado cinza esverdeado claro (N° 154) e reverso preto (N° 267), com

margens lisas e uniformes. OA 25 °C, 14 d: col6nias planas, micélio aéreo plano e
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denso cinza claro (No. 266) no centro e preto (No. 267) na margem, pigmento soltvel

moderadamente vivo amarelo esverdeado (No. 97). com margens lisas e uniformes.

Figura 24. A. Aspergillus sp. 124EM2, ap6s 7 dias em meios de cultura a 25 °C, da esquerda para
direita, primeira fila, verso CYA, CY20S, YES, OA,; segunda fila, reverso de CYA, CY20S, YES e
verso de CREA. B, C, D, F. Conidiéforos. E. Conidios. Barras de escalas = 10 pum.

Micromorfologia: : Micélio imerso a superficial, marrom claro, levemente rugoso,

septado. Conidiéforos marrom claros, lisos a levemente rugosos, eretos, flexiveis,
septados (4-) 6-54 (-71) x 1-3 um. Células conidiogénicas integradas, clavadas,
eretas, marrom claras, lisas a levemente rugosas, polibasticas, 4-11 x 3-6 pm.
Conidios acrogenos, marrons, secos, fuséide-elipsoidal com célula basal obtusamente

arredondado (3-6 um diam) e pequena célula apical (3-5 um diam) que colapsa
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durante a conidiogénese, tornando-se cupulado; segunda e terceira células da base 4—
8 um diam, célula subapical 4—7 pum diam, conidios (3-) 4-septados, constritos nos
septos, mais largos na segunda célula da base, que ¢ marrom mais escuro do que outras

células, conidios 13-21 (—24) x 6-9 pm.

Figura 25. A. Latorua sp. IS11M3, da esquerda para direita, primeira fila, verso MEA, BDA, OA,
segunda fila, verso Latorua sp. ISI3EM3 em MEA, BDA, OA ap6s 14 dias em meios de cultura a 25
°C;. B. Esporulacdo em OA; C-E. Células conidiogénicas que originam as cadeias conidiais. Barras

de escalas = 10 pm.



Descri¢ao morfoldgica de Neoscytalidium sp. ISTOEM7 (Figura 26).

Diametro das coldnias, 24 h (em mm): BDA: 18; MEA: 16;

Diametro das colbnias, 48 h (em mm): BDA: 65; MEA: 60;

Caracteres das colénias: BDA 25 °C: coldnias com crescimento rapido, cobrindo a
superficie de uma placa de 85 mm e 90 mm em 3 dias, 0 micélio comegou a crescer
como coldnia branca e oliva no centro, lanosa, e entédo fez a transigdo e finalmente
tornou-se efusa, colonia peluda ou lanosa, cinza escuro para cinza claro em 7 dias.
MEA 25 °C: colbnias com crescimento rapido, cobrindo a superficie de uma placa de
85 mm e 90 mm em 3 dias, 0 micélio comegou a crescer como coldnia hialina e
marrom moderada no centro, lanosa e entéo transitou e finalmente tornou-se efusa,
peluda ou lanosa cinza escuro em 7 dias.

Micromorfologia: Morfologia sexual: Indeterminado. Conidiéforos reduzidos a
células conidiogénicas. Conidios elipsdides a ovoides, em forma de bastonete

ou de formato redondo, hialino tornando-se marrom e 2 septos na maturidade, 8-13
(-14)x 4-6 (-7). Hifas ramificados, septadas, marrons e desarticulados em artrosporos

septados algumas vezes.
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Figura 26. A. Neoscytalidium sp. ISTOEM7, da esquerda para direita, verso MEA (48 h), MEA (7 d)
BDA (7 d) a 25 °C;. B. Artroconidios continuos; C. Hifas septadas e marrom escuras; D-F. Formas de

conidios. Barras de escalas = 10 pm.

Descricdo morfoldgica de Nigrograna sp. 1S24M3 (Figura 27).

Diametro das colbnias, 7 d (em mm): BDA: 21; MEA: 18; OA: 22;

Diametro das coldnias, 14 d (em mm): BDA: 39; MEA: 34; OA: 42;

Caracteres das colonias: MEA 24 °C, 14 d: col6nias cinza claro (ISCC-NBS No.
264), planas, flocosas com parte central empilhada, pigmento soltvel amarelo laranja
brilhante moderado (No . 67), reverso em marrom escuro (N° 59) no centro e marrom

claro (N°57) namargem. PDA 24 °C, 14 d: col6nias cinza claro (No. 264) em branco
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(No. 263), planas, flocosa para lanose, nenhum pigmento soltvel, marrom claro

reverso (No. 57). OA 24 °C, 14 d: col6nias leve cinza (No. 264), planas, flocosas,

sem pigmento sollvel, reverso marrom moderado (No. 58) a marrom escuro (No. 59).

B | gy ,, ~
Figura 27. A. Nigrograna sp. 1S24M3, apds 14 dias em meios de cultura a 24 °C, da esquerda para
direita, primeira fila, verso MEA, BDA, OA,; segunda fila, reverso de MEA, BDA, OA. B, C.
Micromorfologia em MEA, depois de 14 d. Barras de escalas = 10 pm.

.

Descricao morfoldgica de Penicillium sp. 1S7 e Penicillium sp. 1S33, secéo Citrina
(Figura 28).

Diametro das coldnias, 7 d (em mm): CYA 29; CYA 30 °C 22-26; CYA37 °C 12;



MEADbI 21-23; YES 21-32; CREA 18-19;

Caracteres das colonias: CYA 25 °C, 7 d: colonias moderadamente profundas,
concentricamente e radialmente sulcadas, margens baixas, estreitas a largas (2—4
mm), inteiras, micélio branco; textura velutinosa a flocosa; esporulacdo moderada a
densa; conidio em massa cinza medio a cinza (LE1-3E1); pigmento soluvel amarelo
brilhante, exsudato algumas vezes presente claro e amarelo; reverso marrom dourado
a marrom claro (5D7-5D5) no centro, amarelo acizentado (4B4) na margem. MEADI
25 °C, 7 d: coldnias baixas, levemente levantadas no centro, radialmente sulcadas,
margens baixas, estreitas (1 mm), inteiras, micélio branco, textura velutinosa com
areas flocosas, esporulacdo densa, conidio em massa oliva a marrom oliva (3F3 —
4F4); pigmento sollvel e exsudato ausente; reverso laranja claro a acinzentado (5A4
— 5B6). YES 25 °C, 7 d: colbnias baixas, levantadas no centro, irregularmente
sulcadas, margens baixas, estreitas (2 mm), inteiras, micélio branco, textura
velutinosa com areas flocosas, esporulacdo densa, conidio em massa cinza claro a
cinza medio (1D1-1E1); pigmento soltvel amarelo alaranjado, exsudato ausente;
reverso amarelo acinzentado a dourado (4C5 — 4C6). CREA 25 °C, 7 d: pouco
crescimento das col6nias, producdo de acido ausente.

Micromorfologia: esclerdcio ausente. Conidiéforos simetricamente biverticilados,
37,5% possuem ramos subterminais; estipes lisas 29-250 (—331) x 2,0 um, maioria
das vezes septadas; métulas 8-16 x 2-2.5 (—3) um; fidlides ampuliformes 6-9 x 2-3

um. Conidios subglobosos a globosos, lisos 2—2,5 X 2-2.5 pm
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Figura 28. A. Penicillium sp. IS7 e Penicillium sp.1S33, apds 7 dias em meios de cultura a 25 °C, da

esquerda para direita, primeira fila, verso CYA, YES, MEADI; segunda fila, reverso de CYA, reverso
de YES e verso de CREA. B-E. Conidi6foros. F. Conidios. Barras de escalas = 10 pm.

Descricdo morfologica de Penicillium sp. 1S40 e Penicillium sp. 1S41, secdo
Citrina (Figura 29).

Diametro das col6nias, 7 d (em mm): CYA 32-33; CYA 30 °C 20-21; CYA37 °C ndo
foi observado crescimento; MEADI 29-36; YES 29-35; CREA 19-21;

Caracteres das col6nias: CYA 25 °C, 7 d: moderadamente profundas,
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Figura 29. A. Isolados Penicillium sp. 40 e Penicillium sp. 41 ap6s 7 dias em meios de cultura a 25

°C, da esquerda para direita, primeira fila, todos em verso CYA, YES, MEADbI; segunda fila, reverso
de CYA, reverso de YES e verso de CREA. B-D. Conidioforos. E-F. Conidios. Barras de escalas = 10

pm.

concentricamente e radialmente sulcadas, margens baixas, estreitas (2 mm),
ocasionalmente largas (4 mm) inteiras, micélio branco; textura velutinosa com areas
flocosas; esporulacdo moderada a densa; conidio em massa oliva (1F4-2D3);

pigmento sollvel ausente, exsudato claro; reverso laranja acinzentado no centro
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(5B4-5C4) cinza amarelado (3B2) na margem. MEADI 25 °C, 7 d: col6nias baixas,
levemente levantadas no centro, levemente sulcada radialmente, margens baixas,
estreitas (2-3 mm), inteiras, micélio branco; textura velutinosa com areas flocosas;
esporulacdo densa; conidio em massa marrom oliva (4E4) no centro, cinza
amarronzado (4D2) nas margens; pigmento sollUvel e exsudato ausente; reverso
amarelo acizentado (4B5) no centro, amarelo palido (4A3) na margem. YES 25 °C, 7
d: colonias moderadamente profundas, radialmente e concentricamente sulcados,
ocasionalmente sulcos irregulares, margens baixas, estreitas a largas (2—4 mm),
inteiras, micélio branco; textura velutinosa a flocosa; esporulacdo moderada a densa;
conidio em massa cinza a cinza oliva (2D1-2D2); pigmento sollvel e exsudato
ausente; reverso laranja claro no centro (5A5), amarelo acinzentado (4B3) na margem.
CREA 25 °C, 7 d: fraco crescimento, producdo de acido ausente.

Micromorfologia: ~ Esclerécio  ausente.  Conididforos  predominantemente
biverticilado, estipes lisas a levemente enrugadas, septadas (93—)136—764 x 1.5-3 um;
métulas 9-19 x 1.5-3 um fialides ampuliformes 6-11 X 2-3 um. Conidios 2-3 X 2-3

um, lisos a levemente enrugados, subglobosos a elipsoidais.

Descricao morfoldgica de Penicillium sp. 1S38, Penicillium sp. 1S48 e Penicillium
sp. 1S50, secéo Citrina (Figura 30).

Diametro das colonias, 7 d (em mm): CYA: 28-32; CYA 30 °C: 24-26; CYA 37 °C:
nédo foi observado crescimento; MEAbI: 26-29; YES: 20-23; DG18: 25-31; OA: 22-
24: CYAS: 24-29; CZ: 17-26;

Caracteres das colonias: CYA 25 °C, 7 d: coldonias moderadamente profundas,
radialmente e concentricamente sulcadas; margens baixas e estreitas (1 mm), inteiras;
micélio branco com textura flocosa e esporulacdo densa; conidios em massa verde

acinzentado (1D3); exsudato claro e pigmento solUvel as vezes presente de coloracao
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amarelo claro; o reverso da coldnia possui coloracgao de laranja acinzentada a marrom
claro (5B5 — 7D6) no centro e amarelo claro nas (5A5 — 6A5) nas margens. MEAbI
25 °C, 7 d: coldnias elevadas no centro, levemente radiadas e concentricamente
sulcadas; margens baixas, estreitas e inteiras; micélio branco com textura velutinosa;
esporulacdo densa, conidios em massa com coloragdo cinza acastanhado a marrom
oliva (4D2 - E4); exsudato claro, pigmento soltvel ausente; reverso com coloragéo
amarelo acinzentado a laranja acastanhado (4B4 - 5C6) no centro e amarelo pélido
nas (4A3) margens. YES 25 °C, 7 d: coldnias moderadamente profundas, radialmente
e concentricamente sulcadas; margens baixas, estreitas (1-3 mm), inteira; micélio
branco com textura flocosa; esporulacdo moderada a densa, conidios em massa verde
acinzentado (1D3); exsudato ausente, pigmento sollvel ausente e 0 reverso com
coloragdo amarelo acinzentado (2B3). DG18 25 °C, 7 d: coldnias elevadas no centro,
radialmente sulcadas; margens baixas, estreitas e inteiras; micélio branco com textura
flococosa; esporulacdo densa, conidios em massa de coloracdo oliva (3E3); exsudato
e pigmentos solUveis ausentes; reverso com coloracdo amarelo pastel (1A4) no centro
e cinza esverdeado (28B2) nas margens. OA 25 °C, 7 d: colbnias baixas, planas com
margens baixas, estreitas (3 mm), inteiras; micélio branco com textura velutinosa;
esporulacdo densa; conidios em massa verde acinzentado (1D3-1D4); exsudato claro
a marrom, pigmento solGvel ausente; reverso marrom claro(6D4) no centro e oliva
(3D3) nas margens. CYAS 25 °C, 7 d: coldnias moderadamente profundas, elevadas
no centro, radialmente e randomicamente sulcadas; margens baixas, estreitas a largas,
inteiras; micélio branco com textura flocosa; esporulacdo moderada a densa, conidio
em massa cinza esverdeado (1D2); exsudato e pigmento sollvel ausentes; reverso
amarelo palido (3A3). CZ 25 °C, 7 d: col6nias baixas, planas; margens baixas,

estreitas e inteiras; micélio branco de textura flocosa; esporulacdo moderada, conidios
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em massa verde acinzentado (1D4); exsudato de pigmento sollvel ausentes; reverso
com coloracdo amarelo fosco (3B3) no centro e cinza (3B1) nas margens.

Micromorfologia: ~ Esclerécio  ausente.  Conididforos  predominantemente
biverticilados, ocasionalmente monoverticilado e terverticilado, estipes com paredes
lisas variando em comprimento e largura 48-202 (-240) x 1-2 pum; 2-3 métulas com
comprimento desigual (-9)10-22 (-25) x 2-3 um (12.2 + 3.6 x 2.3 £ 0.42). Apresentam
de 3 a 5 fialides, ampuliformes, 5-8 (-9) x 1-2 um (6.3 £1.5 x 1.9 +0.21). Conidio
subgloboso a globoso, frequentemente liso e as vezes rugoso, (2-3 x 2) um (2.0 £0.18

X 2.0 +0,00).

Descri¢ao morfoldgica de Penicillium sp. 1S15, Penicillium sp. 1S18 e Penicillium
sp. 1S20 secédo Lanata-divaricata (Figura 31).

Diametro das colonias, 7 d (em mm): CYA: 28-33; CYA 30°C: 29-36 CYA 37°C:
ndo foi observado crescimento; MEADI: 29-32; YES: 35-36; CREA: 21-25; DG18:
19-29; OA: 33-35; CYAS: 23-25; CZ: 32-39;

Caracteres das colonias: CYA 25 °C, 7 d: col6nias moderadamente profundas, radial
e concentricamente sulcadas; margens baixas, estreitas a largas (1-10 mm), inteiras;
micélio branco; textura aveludada a flocosa; esporulacdo moderadamente densa;
conidios em massa verde acinzentado (1D3 - 1D4) a azeitona (1E5 - 2D3) e auséncia
de pigmentos sollveis; exsudatos claros, as vezes presentes; reverso amarelo palido
(1A3), amarelo acinzentado (2B3) a amarelo opaco (3B3). MEADbI 25 °C, 7 d:
coldnias baixas, planas; margens baixas a quase acima da superficie, estreitas (1-3
mm), inteiras; micélio branco; textura flocosa e aveludada; esporulacdo densa,

conidios em massa cinza acastanhado a marrom oliva (4D2 - 4D3); pigmentos
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sollveis e exsudatos ausentes; verde acinzentado reverso (29B3 - 30B4). YES 25 °C,

Figura 30. A. Isolados Penicillium sp. 1S38, Penicillium sp. 1S48 e Penicillium sp. 1S50 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. B-F.

Conidioforos. E. Conidios. F. Micélio enrolado. Barras de escalas = 10 um.

7 d: colonias moderadamente profundas, aleatoriamente sulcadas, elevadas no centro;
margens baixas, estreitas a largas (2-8 mm), inteiras; micélio branco; textura flocosa;
esporulacdo moderada a densa; conidios em massa cinza esverdeado (1D2);
pigmentos sollveis ausentes; exsudatos claros, as vezes presentes; reverso amarelo

claro a amarelo claro (4A3 - 4A4), amarelo acinzentado (1B3 - 1B4).



Figura 31. A. Isolados Penicillium sp. 1S15, Penicillium sp. 1S18 e Penicillium sp. 1S20 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. B, D-

F. Conidioforos. C. Conidios. Barras de escalas = 10 pm.

CREA 25 °C, 7 d: col6nias crescimento moderado, producéo de acido forte algumas
vezes. DG18 25 °C, 7 d: colonias baixas, ligeiramente elevadas no centro; margens
baixas, estreitas (2 mm) inteiras; micélio branco; textura flocosa; esporulacéo
moderada a densa; conidios em massa de cinza esverdeado a verde acinzentado (1D2-

1D3); pigmentos sollveis e exsudatos ausentes; reverso do branco (1Al) a laranja
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acinzentado (5B3) no centro, cinza amarelado (2C2) na margem. OA 25 °C, 7 d:
colbnias baixas, planas; margens baixas, estreitas (2 mm); micélio branco; textura
aveludada; esporulacdo densa; azeitona em massa de conidios (2D3); pigmentos
sollveis e exsudatos ausentes; cinza esverdeado reverso (26B2). CYAS 25 °C, 7 d:
colénias moderadamente profundas, irregularmente sulcadas, margens baixas,
estreitas (2 mm), inteiras; micélio branco; textura flocosa; esporulacdo densa;
conidios em massa verde acinzentado (1D3-1D4); pigmentos solUveis e exsudatos
ausentes; reverso amarelo palido (4A3). CZ 25 °C, 7 d: col6nias planas; margens
baixas, estreitas (1-2 mm), inteiras; micelio verde; textura flocosa; esporulagdo
moderada a densa, conidios em massa de azeitona (1E5-3D3); pigmentos solUveis e
exsudatos ausentes; reverso marrom oliva (4E4) no centro e branco esverdeado
(27A2) na margem.

Micromorfologia: Os isolados apresentaram conididforos biverticilados e
onoverticilados, com menor proporcao de divaricados. Estipes lisas ou levemente
rugosas variando entre 21-241 x 2-3 um. Quantidade de métulas variando entre 1-4
com (8-)9--18(-25) x 2-3,5 um. Fialides ampuliformes, variando de 2-6 fialides por
métula, medindo 6-9,5 x 2--3 um. Conidos globoso para subgloboso, lisos a

levemente rugosos medindo 2-4 x 2-3 um (2,5 0,54 x 2,5 + 0,50). n=70

Descricdo morfoldgica de Penicillium sp. 1S25M3 e Penicillium sp. 42M4, secdo
Lanata-divaricata (Figura 32).

Diametro das coldnias, 7 d (em mm): CYA: 23-31; CYA 30°C: 24-27 CYA 37°C:
19-21; MEADbI: 24-32; YES: 21-22; CREA: 18-19; DG18: 17-20; OA: 33-37; CYAS:
19-20; CZ: 31-32;

Caracteres das colonias: CYA 25 °C, 7 d: col6nias moderadamente profundas, radial

e concentricamente sulcadas; margens baixas, estreitas a largas, inteiras; micelio
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Figura 32. A. Penicillium sp. 25M3 e Penicillium sp. 42M4, apds 7 dias em meios de cultura a 25 °C,

da esquerda para direita, primeira fila, verso CYA, MEADI, YES, OA; segunda fila, reverso de CYA,
MEADbI, YES e verso de CREA. B- G. Conidioforos. H, I. Conidios. Barras de escalas = 10 pm.

branco; textura flocosa; esporulacdo esparsa a moderada; conidios em massa verde
acinzentado (1D3); exsudato claro, pigmento sollvel ausente; reverso amarelo pastel,
amarelo claro a amarelo acinzentado (1A4-4A3-B3). MEADbI CYA 25 °C, 7 d:
coldnias elevadas, ligeiramente sulcadas; margens baixas, estreitas a largas, inteiras;
micélio branco; textura flocosa; esporulacdo densa, conidios em massa castanhos

(5E4); auséncia de exsudato, auséncia de pigmento sollvel; reverso amarelo
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acinzentado (4B5) no centro e amarelo claro, laranja acinzentado a amarelo dourado
(4A3-5B6-7) na margem. Colonias em YES 21-22 mm de didmetro a 25 °C em 7 dias,
moderadamente profundas, radialmente e concentricamente sulcadas; margens
baixas, larga, inteira; micélio branco; textura flocosa; esporulacdo moderada; conidios
em massa cinza esverdeado (1D2); exsudato e pigmento sollvel ausente; reverso
amarelo acizentado (1B4). CREA 25 °C, 7 d: colbnias crescimento fraco, &cido ndo
produzido. DG18 25 °C, 7 d: colbnias baixas, elevadas no centro, fracamente
sulcadas; margens baixas, estreitas inteiras; micélio branco; textura flocosa;
esporulacdo densa; conidios em massa verde esverdeado (1D3); auséncia de exsudato,
auséncia de pigmento sollvel; reverso branco amarelado a cinza esverdeado (2A2-
28B2) no centro e amarelo acinzentado a azeitona (2B4-3E3) na margem. OA 25 °C,
7 d: colbnias baixas, elevadas no centro, estreitas inteiras; micélio branco; textura
flocosa; esporulacdo esparsa a moderada; conidios em massa de cinza esverdeado a
verde acinzentado (1B2-1D3); exsudato claro, pigmento soltvel amarelo brilhante as
vezes presente; reverso amarelo acinzentado a laranja acastanhado (4B5 - 5C6) no
centro e claro, marrom oliva a cinza esverdeado (2A2-4D6-28B2) na margem. CYAS
25 °C, 7 d: colbénias moderadamente profundas, radial e concentricamente sulcadas;
margens baixas, estreitas (1 mm), inteiras; micélio branco; textura flocosa;
esporulacdo moderada; conidios em massa de verde acinzentado a oliva (1D3-1E3);
auséncia de exsudato, auséncia de pigmento soltvel; reverso amarelo acinzentado
(1B4) no centro e verde acinzentado (27C3) na margem. CZ 25 °C, 7 d: colbnias
baixas, planas; margens baixas, irregulares e regulares estreitas; micélio branco;
textura flocosa; esporulacdo esparsa a moderada; conidios em massa conidios em
massa cinza esverdeado a verde acinzentado (1B2-1C3); auséncia de exsudato,

pigmento amarelo solGvel; reverso verde acinzentado a amarelo acinzentado (1C5-
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2C4) no centro e cinza (2B1) na margem.

Micromorfologia: Os isolados apresentaram conidi6foros biverticilados e
onoverticilados, com menor propor¢do de divaricados. Estipes ocasionalmente
septadas, lisas ou levemente rugosas variando entre (3-)7-392(-586) x 1.5-2(-2.5) um.
Quantidade de meétulas variando entre 2-3 com 8-19(-21) x 2-2.5 um. Fialides
ampuliformes, variando de 1-8 fialides por métula, medindo 7-11 x 1.5-3 um. Conidos

globoso para subgloboso, rugosos medindo 3-4 x 3-4 um. n=75

Descricdo morfoldgica de Tremateia sp. 1S3 e EM5 (Figura 33).

Diametro das colonias, 7 d (em mm): BDA: 30;

Caracteres das colbnias: BDA 25 °C, 7 d: colbnias circulares, planas, filamentosas,
culturas brancas na superficie com 7 d, margem irregular, completamente amarelo

acinzentado pigmentado ap6s 10 dias, reverso laranja claro.

Figura 33. Tremateia sp. 36EM5, apds 10 dias em meios de cultura BDA a 25 °C.
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4. CONCLUSAO

As restingas sdo ecossistemas que apresentam uma rica diversidade de espécies
fangicas. Neste estudo foram identificados por meio de taxonomia polifésica 8 novas
espécies e trés registros de ocorréncia do filo Ascomycota, pertencentes aos géneros
Aspergillus, Penicillium, Latorua, Neoscytalidium, Nigrograna e Tremateia. As
restingas sdo ecossistemas Unicos constantemente afetados pela ocupagéo humana. A
realizacdo de novos estudos é importante para identificar taxons ainda desconhecidos

e promover politicas de preservagao que visem conservar a micobiota das restingas.
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