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RESUMO

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

O cerrado é reconhecido como a savana mais rica do mundo em termos de
biodiversidade, abrigando diversas espécies endémicas e ameacadas de extincao.
Apesar de sua importancia biolégica, o cerrado tem sido foco de poucos estudos
de diversidade microbiana. Portanto, este estudo teve como objetivo estudar a
diversidade de Penicillium presentes no solo do Cerrado baiano. Amostras de solos
de cinco municipios do oeste baiano (Cocos, Correntina, Igapord, Livramento e
Licinio de Almeida) foram coletadas. Para o isolamento dos fungos foi utilizado meio
seletivo contendo celulose como Unica fonte de nutriente, foi adotada a Técnica das
Diluicbes Seriadas, até a diluicdo 1073. Foi realizada a extracdo de DNA,
amplificacdo e sequenciamento dos fragmentos das regides génicas B-tubulina
(benA) e calmodulina (CaM) e da segunda maior subunidade da RNA polimera Il
(RPB2) dos isolados. Em seguida foi feito o alinhamento multiplo e edi¢do das
sequéncias nucleotidicas. As arvores filogenéticas de cada gene foram geradas no
programa MEGA 5.2. Para a caracterizagcdo morfolégica os isolados foram
inoculados nos meios de cultura CYA (5, 25, 30, 35e 37 ° C), DG18, CREA, MEADI,
CYAS, CZ e OA a 25 ° C durante 7 dias. Para microscopia, os isolados foram
crescidos em meio MEADbI por microcultivo, apés 7-10 dias de crescimento as
laminas foram montadas utilizando acido lactico, e as estruturas microscopicas
foram caracterizadas e medidas. De acordo com os resultados das analises
filogenéticas, os caracteres morfoldgicos dos isolados foram comparados com os
das espécies filogeneticamente préximas. Com base nos resultados da taxonomia
polifasica, foram identificadas cinco novas espécies distribuidas nas sec¢des Citrina,
Lanata-Divaricata e Sclerotiorum, e um registro de ocorréncia de Penicillium shearii

para o cerrado baiano.

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



ABSTRACT

DE SOUZA, H. G. Occurrence record and description of new species of

Penicillium from the cerrado of Bahia.

The cerrado is recognized as the richest savanna in the world in terms of
biodiversity, home to several endemic and endangered species. Despite its
biological importance, the cerrado has been the focus of few studies on microbial
diversity. Therefore, this study aimed to study the diversity of Penicillium present in
the Cerrado soil of Bahia. Soil samples from five municipalities in western Bahia
(Cocos, Correntina, Igapord, Livramento and Licinio de Almeida) were collected. For
the isolation of the fungi, a selective medium of cellulose was used as the only
source of nutrient, the Serial Dilutions Technique was adopted, until the 10-3
dilution. DNA extraction, amplification and sequencing of fragments of the p-tubulin
(benA) and calmodulin (CaM) gene regions and of the second largest subunit of
RNA polymer Il (RPB2) of the isolates were performed. Then, the multiple alignment
and editing of the nucleotide sequences was carried out. The phylogenetic trees of
each gene and concatenated were generated in the MEGA 5.2 program. For
morphological characterization the isolates were inoculated in CYA (5, 25, 30, 35
and 37 °C), DG18, CREA, MEADI, CYAS, CZ and OA culture media at 25 °C for 7
days. For microscopy, the isolates were grown in MEAbl medium by microculture,
after 7-10 days of growth the slides were mounted using lactic acid, and the
microscopic structures were characterized and measured. According to the results
of the phylogenetic analyses, the morphological characters of the isolates were
compared with those of the phylogenetically close species. Based on the results of
the polyphasic taxonomy, five new species distributed in the Citrina, Lanata-
Divaricata and Sclerotiorum sections were identified, as well as a record of the

occurrence of Penicillium shearii for the Bahia cerrado.

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

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

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

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

A descricdo de novas espécies fungicas do género Penicillium permite
conhecer a biodiversidade de uma determinada area, além de compreender a
histéria evolutiva e as relac¢des filogenéticas desse grupo de organismos (VISAGIE
et al., 2014c). Do ponto de vista econbmico a busca por novas espécies possibilita

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

descricao de novas espécies desse género encontradas no Cerrado baiano.

REVISAO DE LITERATURA

1. O bioma cerrado

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

As savanas brasileiras ou Cerrado constituem o segundo maior dominio
morfofloristico do territério, ocupando uma area de 2.036.448 km?, encontra-se localizado
no Planalto Central do Brasil, delimitado pela floresta amazonica a noroeste e pela Mata
Atlantica ao sudeste (RATTER; BRIDGEWATER; RIBEIRO, 2003). O ecossistema incide
nos estados da Bahia, Maranh&o, Piaui, Tocantins, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Parana, e Sdo Paulo (Figura 1). Neste espaco territorial encontra-se
um imenso reservatorio aquifero ocupado pelas trés nascentes das maiores bacias
hidrograficas da América do Sul (Amazoénica/Tocantins, Sao Francisco e Prata) (RATTER
et al., 1997). O bioma é responsavel pela producéo de 40% da dgua no Brasil. Possui um
clima tropical com duas estacOes distintas, a seca, que vai de abril a setembro, com
temperaturas médias em torno de 27 °C, e a chuvosa, de outubro a margo, com
temperatura média de 22 °C e com precipitacdo média anual de 1.500 mm (YAMADA,
2005). O ecossistema abriga muitas espécies endémicas e ameacgadas de extin¢cao, por
isso, é considerado um dos 34 hotspots mundiais para conservacao da biodiversidade
(MAYERS et al., 2000).
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As mudancas na fitofisionomia do bioma estdo vinculadas a variagbes na
profundidade do solo, presenca de concrec¢fes no perfil, contraste nos regimes hidricos
e profundidade do lencol freatico (EITEN, 1972; FURLEY; RATTER & GIFFORD,1988).
As fisionomias da vegetacédo sao alteradas por regimes hidricos e padrdes de drenagem
em niveis de pequenas bacias hidrograficas onde as caracteristicas topogréficas
desempenham um papel importante (RUGGIERO et al., 2006).

Min - Max (km*)

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

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

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

Os solos do Cerrado sao intemperizados, acidos, geralmente pobre em nutrientes
e com elevado teor de argila e aluminio. Na maioria dos casos, a falta de elementos como
Nitrogénio (N), Potéassio (K), P (Fésforo), Calcio (Ca), Magnésio (Mg) e Enxofre (S) é

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

O cerrado é a savana que apresenta maior riqueza em diversidade botanica do
mundo e abriga varias espécies de plantas, insetos, peixes, anfibios, aves e répteis
endémicos (KLINK; MACHADO, 2005). E reconhecido como a savana mais rica do
mundo em termos de biodiversidade, sendo lar de 12.000 espécies de plantas nativas
(SANO; DE ALMEIDA; RIBEIRO, 2008). Exibe uma ampla diversidade de habitats, que
determinam uma notavel alternancia de espécies entre os estratos vegetais. Cerca de
199 espécies de mamiferos foram registradas (MARINHO-FILHO; RODRIGUES;
JUAREZ, 2002). Metade das espécies de aves registradas no pais estdo concentradas
no cerrado, cerca de 837 espécies habitam o dominio (SILVA, 1997). Os numeros de
peixes (1200 espécies), répteis (184 espécies) e anfibios (209 espécies) também séo
elevados (COLLI; BASTOS; ARAUJO, 2002; VALDUJO et al., 2012). O nimero de peixes
endémicos ndo é conhecido, porém os valores sdo bastante altos para anfibios e répteis:
28% e 17%, respectivamente (VALDUJO et al., 2012). Estimativas apontam que 0
Cerrado é um importante ecossistema que serve de refagio para 13% das borboletas,
35% das abelhas e 23% dos cupins dos tropicos (PIRES et al., 2014; MARTINS et al.,
2017). Além disso, o bioma serve de corredor ecolégico para muitas espécies que
habitam a mata atlantica e a floresta amazoénica (KLINK & MACHADO, 2005).

O cerrado € o0 segundo bioma brasileiro que mais sofreu alteragcbes com a
ocupagdo humana, ficando apenas atras da Mata Atlantica. Com o aumento do consumo
de gréos e carnes para exportacdo, novas areas sdo constantemente ocupadas e
desmatadas (Figura 1), levando ao esgotamento progressivo dos recursos naturais da
regido (DE CASTRO et al., 2008). A expansdo da chamada fronteira agricola tem
convertido os ecossistemas em grandes areas de monocultura de soja, milho, algodao,
café e eucalipto (KLINK & MACHADO, 2005; MYERS, 2000). Entre 2004 a 2017 cerca de
3 milhdes de hectares de florestas foram convertidas ao cultivo de monocultura de soja

para atender a demanda nacional e internacional (DE CASTRO et al., 2008). Além disso,
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a procura por carvao vegetal oriundo de arvores nativas para atender a industria
siderurgica também coloca o cerrado em risco (BOZZINI, 2003).

Apesar de sua grande relevancia bioldgica, dentre todos os hotspots mundiais, o
Cerrado possui o0 menor porcentual de areas sob protecdo ambiental integral, contendo
8,21% de seu territério legalmente protegido por unidades de conservagdo (FRANCOSO
et al., 2015). As interferéncias humanas no bioma trazem ameacas a biodiversidade dos
ecossistemas e resultam em poluicéo, fragmentacéo e degradacao de habitats, invasao
de espécies exoticas, aumento de ocorréncia de doencas, modificacdes climaticas e
extincdo de espécies (FRANCOSO et al., 2015; CASTRO et al., 2008; COLLI; VIEIRA,
DIANESE, 2020). Nas ultimas décadas, a expansao da fronteira agricola € o principal
fator responsavel pela perda da biodiversidade, modificacdo da fitofisionomia e
contaminacéo de solos do Cerrado (KLINK & MACHADO, 2005).

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

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

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

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

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

compreensao e manejo do bioma, bem como proteger espécies fungicas que estao
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ameacadas de extingdo (DE CASTRO et al., 2008; MONTEIRO et al., 2016; PROCOPIO
& BARRETO, 2021).

2. O género Penicillium
2.1. Historico

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

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

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



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

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

Em 1955, Benjamin criou 0 novo género Talaromyces inserindo apenas as
espécies de Penicillium que apresentam ascomas moles com paredes compostos
de hifas entrelacadas e com crescimento indeterminado. Apds quase duas
decadas, Stolk & Samson (1972), criaram o género Hamigera para as espécies de
Talaromyces caracterizadas por asci que se desenvolvem isoladamente a partir de
baculos. O género Talaromyces foi redefinido e restringindo a espécies que
produzem ascos em cadeias curtas.

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

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

Historicamente, a classificacdo e identificacdo de espécies de Penicillium foi
avaliada por meio de uma abordagem fenotipica, baseando-se apenas em
caracteristicas macroscopicas e microscoépicas (VISAGIE et al., 2014c). Entretanto,
as caracteristicas morfologicas para algumas espécies sao indistinguiveis e nem
sempre sdo reproduzidas em condic¢des artificiais (KATOCH & KAPOOR, 2015).
Apos o0 uso de técnicas de biologia molecular que permitiram a amplificacdo e
sequenciamento de regides do DNA, o conceito de espécie fungica migrou de
fenético para filogenético (XU, 2016). A partir de entdo, diversas mudancas
ocorreram na classificagéo e identificagcao de Penillium.

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

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

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

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

Atualmente, o género abriga 483 espécies aceitas.

2.2. Importancia ambiental e biotecnolégica

Penicillium é um género fungico bem conhecido que desempenha varios
papéis em ecossistemas naturais, agricultura e em processos biotecnoldgicos
(VISAGIE et al., 2014a). A baixa exigéncia nutricional e a elevada diversidade
metabdlica conferem as espécies do género a capacidade de colonizar uma gama
de ambientes distintos (PITT, 1991). Ocorrem em uma diversa variedade de
habitats, do solo a vegetacédo, no ar, 4gua, associados a plantas e animais e em
materiais em decomposicdo (VISAGIE et al.,, 2014a; VISAGIE et al., 2014b;
VISAGIE et al., 2014c; BARBOSA et al., 2018; CHOI et al., 2021;). Penicillium é
também encontrado em diferentes ambientes extremos (temperatura, salinidade,
acidos, alcalinos e habitats com deficiéncia de agua) (YADAV et al., 2018; CHOI et
al., 2021; RODRIGUEZ-ANDRADE; STCHIGEL & CANO-LIRA., 2021). Os
representantes do género participam ativamente dos ciclos biogeoquimicos
atuando na manutencdao e equilibrio ecolégico (PITTI & HOCKING, 2009; FRISVAD
& SAMSON, 2004). Espécies de Penicillum apresentam elevada atividade

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

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

Na natureza, muitas espécies de Penicillium sdo capazes de solubilizar
fosfato, produzir sideréforos, cianeto de hidrogénio, amoénia, e fitohormdnios como
o0 acido indol acetico e giberelinas que auxiliam a modular o crescimento e
desenvolvimento de plantas (WHITELAW; HARDEN; BENDER, 1997; KHAN et al.,
2015; YADAV et al., 2018).

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

O efeito antibacteriano da penicilina foi descoberto por Alexander Fleming em
1929, apo6s observar que um mofo esverdeado formou um halo de inibicdo de
crescimento sob culturas bacterianas de Staphylococcus. A substancia

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

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

A biorremediacdo baseada no uso de espécies de Penicilium é uma
tecnologia promissora para o tratamento de solos e cursos d’agua contaminados
por metais pesados e hidrocarbonetos (ZAFAR; NADEEM; HANIF, 2007). A
capacidade da maioria dos fungos de produzir enzimas extracelulares que
degradam uma diversidade de materiais sem hidrolise prévia torna possivel a

degradacdo de uma ampla gama de poluentes (LEITAO, 2009). A imobilizac&o in
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situ de metais pesados por remediacdo microbiana € mais ecologica e
economicamente eficiente do que os métodos quimicos convencionais (XU et al.,
2015). Penicillium chrysogenum consegue tolerar altas concentracdes de cadmio e
mobilizar esse metal pesado em solos contaminados (XU et al., 2015). Penicillium
spp. produzem enzimas peroxidases que quebram ligacdes carbono-hidrogénio
gue mantém os hidrocarbonetos unidos, desse modo, sdo empregados como
biorremediadores de areas contaminadas por petroleo (LEITAO, 2009; ZEHRA et
al., 2018)

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

Penicillium roqueforti € um fungo saprofitico cosmopolita que € comumente
usado na confeccéo de queijo Roquefort e de outras variedades de queijo azul
(SAMSON; ECKARDT; ORTH, 1977). P. roqueforti possui baixa demanda de
oxiénio e cresce vigorosamente em temperaturas baixas (4 °C), além de produzir
enzimas proteoliticas e lipoliticas que atuam no amadurecimento do queijo
(VALLONE; GIARDINI; SONCINI, 2014). A inoculagéo do leite com culturas puras
de P. roqueforti é essencial para a obtencdo dos sabores e aromas caracteristicos
desse queijo, devido a forte atividade lipolitica dos bolores e a producéo de acidos
graxos de cadeia curta (acido acético, butirico, caprilico e caproico) (CARON et al,

2021). Os acidos graxos séo oxidados e convertidos em metilcetona, que melhora
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0 sabor do queijo (CARON et al, 2021). Para queijos do tipo Coulommier e
Camembert, o mofo branco, P. camemberti, € usado para dar um feltro branco na
superficie do queijo. O bolor é adicionado ao queijo como uma suspensdo de
esporos na cuba ou pulverizado no final da fabricacdo do queijo (BAUQUIS et al.,
2002; ROPARS et al., 2020).

Espécies de Penicillium produzem compostos com propriedades tensoativas
utilizados na industria farmacéutica e cosmeética (NITSCHKE & SILVA, 2018).
Esses compostos sdo conhecidos como biossurfactantes, apresentam natureza
anfipatica devido aos grupos funcionais hidrofilicos e lipofilicos presentes na
molécula (GAUTAM et al., 2014). Por apresentarem essa flexibilidade molecular,
0s biossurfactantes sdo utilizadas em inimeras aplicacdes (NITSCHKE & SILVA,
2018). As propriedades dos biossurfactantes sdo semelhantes as dos surfactantes
sintéticos; possuem aplicacfes industriais em relacdo a detergéncia, emulsificacéo,
lubrificac@o, capacidade de formacgao de espuma, solubilidade e fases de disperséo
(GUSAKOV; SINITSYN, 2012; NITSCHKE & SILVA, 2018; NIKOLOVA;
GUTIERREZ, 2021). Penicillium spp. isolados de solos da Mata Atlantica
produziram biossurfactante capaz de emulsinar o tolueno, hidrocarboneto
aromatico que € amplamente empregado como matéria-prima industrial e solvente
(CELESTINO et al.,, 2014). Biossurfactantes encontrados em espécies de
Penicillium apresentam algumas vantagens em relacéo aos surfactantes sintéticos,
sdo biodegradaveis, atoxicos e apresentam maior efichcia em condi¢des fisico-
guimicas extremas (temperatura, pH e salinidade) (GAUTAM et al.,, 2014;
CELESTINO et al., 2014).

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

Novos reservatorios de recursos e caracteristicas individuais ainda inexploradas.

2.3. Taxonomia

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

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

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

Meios de cultura especificos fornecem condicbes necessarias para o
desenvolvimento de caracteres distintos, que por muitos anos foram utilizados
como critério na separacdo de espécies (VISAGIE et al., 2014c). Dois meios de
cultura sdo considerados paddes para o reconhecimento de espécies de
Penicillium, o &gar de autolisado de levedura de Czapek (CYA) e o agar extrato de
malte (MEA), ambos fornecem valiosas informagdes sobre a taxa de crescimento,
grau de esporulacéo, coloracéo e textura das colonias (PITT, 1991). A coloracéo
bem como a textura da coldnia sédo caracteres passiveis a mudancas ao decorrer
do tempo, assim, a padronizacdo dos métodos de avaliagdo dos caracteres
morfolégicos deve ser seguida com rigor (FRISVAD & SAMSON, 2004). Meios
adicionais ou secundarios sdo frequentemente usados pois fornecem maior
variedade de caracteres para identificagdo (VISAGIE et al., 2014c). Os meios de
cultura agar de Czapeck (CZ) e o agar de Blakeslee MEA (MEADI) foram utilizados
em muitas descri¢cdes de fungos por Raper & Thom (1949) e tradicionalmente ainda
séo utilizados na comparacao de espécies. O 4gar creatina-sacarose (CREA) € um
meio de cultura de coloracéo roxa, que se torna amarelo ao redor das coldnias apos
a producao de acidos por algumas espécies, por ser uma caracteristica fisiologica

é fundamental na separacdo de espécies proximas (SAMSON et al., 2014). Os
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meios de cultivo CYA com NaCl a 5% (CYAS) e &gar dicloran 18% de glicerol (DG-
18) estimulam o crescimento de espécies que apresentam baixa atividade de agua
(FRISVAD & SAMSON, 2004; VISAGIE et al., 2014c). Ja os meios de cultura agar
de sacarose e extrato de levedura (YES) e CYA séo necessarios para a producao
de metabolitos secundérios, denominados extrélitos (SAMSON et al., 2014). Em
meio YES, as cores do reverso das colbnias séo particulamente bem pronunciadas
(VISAGIE et al., 2014c). O agar Czapek (CZ) é um meio quimicamente definido e
pobre em nutrientes que favore o rapido crecimento micelial de algumas espécies
gue nado requerem compostos organicos complexos (RAPER & THOM, 1949) . O
meio de cultura agar de aveia (OA) estimula a rapida producdo de estruturas
sexuadas como o cleistotécio em muitas espécies de Penicillium (VISAGIE et al.,
2014).

Microscopicamente, as espécies do género possuem hifas septadas,
anastomosadas e sem pigmento nas paredes (PITT, 1991). Os conidiéforos surgem
perpendicular ao substrato a partir de ramificagcbes do micélio. A estrutura do
conidiéforo € composta por uma estipe que varia de estreita a larga, as paredes da
estipe podem ser classificadas em lisa, espessa ou rugosa, levemente ou
fortemente enrugada (PITT, 1991; FRISVAD & SAMSON, 2004). No apice do estipe
surgem as células conidiogénicas, denominadas fialides. As fialides podem surgir
diretamente na estipe ou em células estéreis de suporte denominadas métulas e
ramos. Algumas espécies apresentam o ramulo, uma ramificacdo adicional
localizada entre a métula e o ramo. (ONIONS; BRADY, 1987; PITT, 1991) (Figura
2).
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Figura 2. Nome dos componentes do conidiéforo de Penicillium.
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As fidlides sdo as células responséaveis pela producdo de conidios. Em
Penicillium os conidios sdo formados em cadeia de forma basipeta, ou seja, o
conidio mais velho ocupa o topo da cadeia a medida que 0s mais novos encontra-
se ligados as fidlides na base (RAPER; THOM, 1949). A forma das fidlides se
assemelha a uma ampola ou garrafa que se estreita no 4pice, esse estreitamento
€ denominado “collula”. Em P. digitatum, P. ulaiense e P. italicum, a forma cilindrica
€ mais pronunciada e as fialides sdo mais alongadas. Em P. griseofulvum e P.
dipodomyicola as fiélides séo tipicamente curtas (FRISVAD & SAMSON, 2004)

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

O padréo de ramificacdo dos conifiéforos foi por muito tempo um importante
caracter para classificacdo subgenérica de Penicillium (PITT, 1979). Essas
estruturas podem apresentar padrées simples ou complexos, com uma variedade
de estagios de ramificacdes simétricos ou assimétricos. Para classificacdo, os
ramos dos conifiéforos devem ser contados de cima para baixo, levando em
consideracao o tipo de conidi6foro predominante (ONIONS; BRADY, 1987). De
acordo com os padrbes de ramificacdo, os conidioforos sdo classificados em:
fidlides solitarias, monoverticilados, biverticilados, divaricados, terverticilados e
quaterverticilados (Figura 3) (PITT, 1979). As fidlides solitarias sdo conidiéforos que
surgem diretamente da hifa vegetativa ou de uma curta métula (Figura 3A)
(VISAGIE et al, 2014). De acordo com PITT (1979), os conidi6foros
monoverticilados possuem apenas um verticilo terminal de fidlides em seu apice
(Figura 3B), e em alguns casos, a célula terminal do conidi6éforo se expande em
forma de vesicula. Os conidiéforos biverticilados apresentam dois verticilos no
apice, um conjunto de duas ou mais métulas entre o final da estirpe e as fialides
(Figura 3C). As métulas de um mesmo conidiéforo podem apresentar comprimento
distinto e forma variada (vesiculada a clavada). Os conidiéforos divaricados

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

A textura das colbnias é determinada pela disposicéo dos conidiéforos sob o
meio de cultura. Segundo Raper & Thom (1949), as texturas podem variar de
flocosa, velutinosa, fasciculada e sinematosa. Col6nias com textura flocosa
possuem uma massa felpuda de hifas ramificadas e entrelagcadas com micélio
aéreo flocoso acima do meio de cultura. Na textura velutinosa os conidiéforos séo
produzidos individualmente e formam uma camada densa e uniforme que dao as
colénias aspecto aveludado. A textura fasciculada ocorre quando os conidéforos
surgem em um feixe vertical e paralelo, sdo agrupados formando pequenos tufos,
sendo encontrados principalmente na borda das colénias (RAPER & THOM, 1949).
As colbnias com textura sinematosa raramente sdo encontradas em espécies de
Penicillium e s&o caracterizados por possuirem conidiéforos com um talo e uma
cabeca bem definidos, encontrados principalmente nas espécies P. vulpinum, P.
clavigerum, P. coprobium e P. formosanum (FRISVAD; SAMSON, 2004).

B [ C D | E e

Figura 3. Padrdes de ramificagdo de conidioforos em Penicillium. A. Conidiéforos
com fidlides solitarias. B. Monoverticilado. C. Biverticilado. D. Divaricado. E.
Terverticilado. F. Quaterverticilado.

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

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

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

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

Atualmente, a taxonomia de Penicilium da énfase a uma abordagem
genealdgica, integrando filogenias de genes Unicos ou multi-genes concatenados
que refletem concordancia genealdgica (LUCKING et al., 2020). Com intuito de
integrar diferentes conjuntos de dados para delimitacdo de espécies, a abordagem

polifasica foi proposta como analise padréo para identificacdo de novas espécies
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(SAMSON et al., 2014). As analises filogenéticas permitem avaliar com melhor
exatiddo a descontinuidade dos caracteres hereditarios entre as espécies,
enquanto os caracteres fenotipicos sdo postos a posteriori em um contexto
evolutivo, sendo empregados para caracterizacdo das espécies (LUCKING et al.,
2020; HOUBRAKEN et al., 2020).
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Resumo

Penicillium é um género com distribuicdo mundial que ocorre em substratos distintos, incluindo o
ar, &gua, alimentos e principalmente o solo. O cerrado compreende uma ecoregido Unica que abriga
um vasto reservatdrio de biodiversidade. Portanto este trabalho teve como objetivo registrar a
ocorréncia e identificar novas espécies de Penicillium oriundas de amostras de solos do bioma
cerrado no estado da Bahia. O isolamento dos morfotipos foi realizado em meio de cultivo contendo
como unica fonte de carbono a celulose microcristalina. As andlise filogenéticas da B-tubulina,
calmodulina e da segunda maior subunidade da RNA polimerase revelaram cinco espécies
filogeneticamente distintas e ndo descritas pertencentes as se¢des Citrina (3), Sclerotiorum (1) e
Lanata-Divaricata (1). Além de posicdo taxonomica Unica, as espécies apresentam diferencas
macroscopicas e microscopicas em relacdo as espécies proximas. A nova espécie da secdo Lanata-
Divaricata ndo produziu microesturas assexuais em diferentes meios de cultura padrdes.
Penicillium shearii é também descrito neste estudo como registro de ocorréncia para o bioma
cerrado. Os resultados apontam a diversidade e o potencial do bioma para bioprospec¢do de novas
espécies de diferentes secdes do género Penicillium.

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

O territorio brasileiro detém mais de 20% do nimero total de espécies conhecidas na Terra,
com uma vasta diversidade de animais, plantas e fungos (ALHO, 2010). O pais exibe diferentes
zonas climaticas devido sua extensdo de 8,5 milhdes de Km? que abrange o Trdpico de Capricornio
e do equador. As diferencas climaticas acarretam em grandes variacdes ecologicas resultando na
formacéo de biomas distintos, como Amazo6nia (abrange 49% do territdrio), Cerrado (23,9%), Mata
Atlantica (13%), Caatinga (9,9%), Pampas (2%) e Pantanal (1,7%) (RATTER, BRIDGEWATER,
RIBEIRO, 2003).

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

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

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

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

diversidade fungica deste bioma.



2. Materiais e métodos
2.1. Isolamento

As cepas de Penicillium foram isoladas de amostras de solo do bioma Cerrado.
Amostras de solo foram coletadas no estado da Bahia em cinco municipios: Cocos (S 14°
11' 02" O 44° 32' 02"), Correntina (S 13° 20" 34" O 44° 38' 13"), Igapora (S 13° 46' 22" O
42° 42' 50™), Livramento (S 13° 38' 36" O 41° 50" 32") e Licinio de Almeida (S 14° 40' 58"
O 42° 30" 27"). Para o isolamento dos fungos, foi adotada a Técnica das Dilui¢cdes Seriadas,
até a diluicdo 10, Aliquotas de 0,5 mL dessa diluicdo foram transferidas para placas de Petri
em triplicata contendo meio seletivo de celulose (Breccia et al. 1995) (g/L): NaNOs (1,2),
KH2POs (3,0), K2HPO4 (6,0), MgS04.7H20 (0,2), CaCl.2H20 (0,05), ZnS04.7H20 (0,001),
MnS04.7H20 (0,01), Extrato de Levedura (3,0), agar (15), Clorafenicol (0,05) e Celulose
como Unica fonte de carbono (10). As placas foram incubadas em BOD a 28 °C, por 10 dias.
Em seguida foi realizada a contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) e
observacao de morfotipos de Penicillium. Cada morfotipo distinto foi transferido para duas
placas de Petri contendo Agar Extrato de Malte (20 %) (g/L): Extrato de Malte (6) e Agar
(15) e incubados por 10 dias a 28 °C, depois foram fotografados e armazenados pela técnica

de Castellani (1967).

2.2. Analise Morfoldgica

A caracterizacdo morfoldgica dos isolados de Penicillium foi realizada seguindo os
métodos padronizados definidos por Visagie et al. (2014). Suspensdes de esporos em solugdo
agar—agua dos isolados foram transferidos para 0os meios de cultivo autolisado de levedura
Czapek (CYA), malte de Blakeslee extrato de agar (MEADI), agar de extrato de levedura
(YES), agar de Czapek (CZ), agar de extrato de levedura sacarose (YES), , agar dicloran
18% glicerol (DG18), CYA suplementado com 5% NaCl (CYAS), agar aveia (OA) e agar

creatina sacarose (CREA). As placas foram incubadas a 25 ° C, no escuro por 7 dias. Placas
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adicionais de CYA foram incubadas a 5 °C, 30 °C, 35 °C e 37 °C por 7 dias no escuro. Ap0s
crescimento, caracteristicas das col6nias foram avaliadas, como didmetro, grau de
esporulacdo, textura e coloracdo do verso e reverso das col6nias, producdo de pigmento
solavel, exsudato e esclerdcio. Os nomes e codigos de cores usados nas descri¢des referem-
se ao Methuen Handbook of Color (KORNERUP & WANSCHER 1967). As caracteristicas
microscopicas foram avaliadas pela técnica de microculturas em placas de Petri. As cepas
foram cultivados em meio MEAbI a 25°C entre 7 a 10 dias. O acido latico foi usado como
fluido de montagem para as laminas (VISAGIE et al., 2014). 90 conididforos de cada isolado
fora caracterizados usando microscopio composto Zeiss Axio Imager A2, acoplado a uma

camera AxioCam MRc5.

2.3. Extragédo de DNA, PCR e sequénciamento

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

A amplificagéo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada de acordo com
0s métodos descritos por Visagie et al (2014c). As reacOes tiveram um volume final de 25
pL. Primers usados para amplificagdo das regides ITS, BenA, CaM e RPB2, reaces e as

condigdes dos programas da PCR estdo incluidos nas Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente. Os
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produtos da PCR foram purificados utilizando o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare). O sequenciamento foi realizado pela empresa ACTGene
Anélises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando
o0 seqlienciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e
polimero POP7 (Applied Biosystems). As sequéncias nucleotidicas foram editadas no
programa Chromas 2.6.2 (Technelysium DNA Sequencing Software).

Tabela 1. Primers utilizados nas amplificacdes da PCR.

Nome do

Locus orimer Sentido Sequéncia do primer (5'-3")
Espacador ITS1 Forward TCC GTA GGT GAA CCT GCG G
transcrito interno
(ITS) ITS4 Reverse =~ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
GGT AAC CAA ATC GGT GCT
Bt.a Forward
-tubulina (BenA) GCTTTC
p ACC CTC AGT GTAGTGACCCTT
Bt2b Reverse GGC
_ CMD5 Forward CCG AGT ACA AGG ARG CCT
Calmodulin TC
(CaM) CMD6 Reverse CCG ATR GA_I(_BG(éTc ATR ACG
5F Forward GAY GAY MGW GAT CAY TTY
GG
RPB2 7CR R CCCATRGCTTGY TTR CCC
everse
AT
Tabela 2. ReacGes da PCR.
Reagentes ITS benA CmD RPB2
Tampéo 5X (uL) 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCI2 (25 mM) 2,5 2 2 2
dNTPs (2,5 mM) 2 2 2 2
Taq Polimerase (5 U/uL) 0,2 0,4 0,2 0,2
Primer forward (10 pmol/uL) 0,7 0,75 5 1
Primer reverse (10 pmol/ul) 0,7 0,75 5
DNA (pL) 2 2 2

Agua (uL) 11,4 14,6 12,3 14,3




55

Tabela 3. Programacéo dos ciclos térmicos da PCR.

Rgg]oes Des'na}tgra(;ao Ciclos  Desnaturacdo Anelamento Alongagéo Ext_ensao
génicas inicial final
TS, benAe g4ec,omin 38 93°C,30s 020 ¢ 72°c60s (2 10
CaM 30s min
94 °C, 5 min 5 94°C,45s 48°C,45s 72°C,60s
RPB? 5 94°C,45s 50°C,45s 72°C,60s e 7

30 94°C,45s 52°C,45s 72°C,60s min,

2.4. Analises Filogenéticas

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

ZMASEK, 2009).



3. Resultados
3.1. Isolamento e Identificacdo

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

Table 4. Resultado do BLASTnN ap6s sequenciamento da regido génica benA

56

Espécies disponiveis no Identidade Identidade
Isolados P N CFI)BI com benA  Tipo das espécies  com benA
(%) (%) Tipo
AMSQO37 P. maximae SFC20151014- 97,64 97 09
24.1 M14 97,86 P. maximae ’
) NRRL2
AMISO59  P.maximae KMGA408 98 57 060 98,25
AMSO?2 100
AMSO52 P. sumatrense cv0179 99,77 n.a n.a
AMSO 44 99,77
AMSO6 91,89
AMSO7 91,65
AMSO10 P. anatolicum CBS 47866 90,93 n.a n.a
AMSO34 92,29
AMISO67 91,65
AMSO5 P. anatolicum CBS47866 99,76 n.a n.a
P. globosum
AMSO19 P. globosum NN072388 99,76 NNO72354 99,04
AM55064 P. shearii cv0499 100 n.a n.a
AMSO56 P. citrinum P. citrinum CBS
(+37) SFC20160805M12 100 139.45 99,75
AMSO1 . P. wotroi CBS
AMSO11 P. wotroi cBS 118171 99,78 196217 99,75

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

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



Embora os isolados AMSO2 e AMSO52 possuem 100 % e 99,77 % de identidade com
o isolado de P. sumatrense CVV0179 respectivamente, essa cepa ndo corresponde ao tipo da
espécie. As sequéncias tipo de P. sumatrense para 0 gene BenA ndo estdo disponiveis nos
bancos de dados do NCBI. Porém, o BLASTn com sequéncias do gene calmodulina, o tipo
P. sumatrense CBS 281.36 apresenta 97,8 % de identidade com os isolados AMSO2 e
AMSO052, portanto podem representar uma nova espécie de Penicillium da secdo Citrina.
Os isolados AMSO6, AMSO7, AMS010, AMSO034, AMSO34 e AM9SO67 sdo proximos
da cepa P. anatolicum CBS 47866 e todos apresentam identidade inferiror a 93%, portanto
podem ser uma nova espécie de Penicillium da secédo Citrina. Todos os isolados préximos a
P. anatolicum foram descritos utilizando a taxonomia polifasica com o intuito de contribuir
com 0 maximo de caractéristicas fenotipicas e genéticas da provavel nova espécie.

O isolado AMSO5 possui 99,75 % de identidade com a cepa P. anatolicum CBS47866,
porém as sequéncias para 0 géne benA do tipo P. anatolicum também ndo estdo disponiveis
no NCBI. As sequéncias do gene calmodulina do tipo da espécie P. anatolicum CBS 479.66
possui 98 % de identidade com o isolado AMSOD5, representando uma provavel nova espécie.

O isolado AMSO19 apresenta 99,76 % de identidade com a cepa P. globosum
NNO073388 e 99,04% com o tipo de P. globosum NN072354. O BLASTNn realizado com a
sequéncia parcial do gene calmodulina do isolado AMSO19 apresentou 97,78% de
identidade com o tipo de P. globosum NNO072354. Portanto, o isolado AMSO19 pode
corresponder a uma nova espécie de Penicillium pertencente a secdo Lanata-Divaricata.

Os isolado AM5S064 apresenta 100% de identidade com a cepa P. shearii CV0499.
O BLASTn com outros genes como RPB2 (99,25%), ITS (99,65%) e CaM (99,81)
apresentaram identidade muito semelhante ao tipo de P. shearri CBS 290.48, sendo descrita
neste estudo como um resgistro de ocorréncia da espécie para o cerrado baiano.

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

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

apresentadas abaixo.

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

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

(0]
Secédo ggr;ﬁ‘ig;) sequéncia substituicd (n°de sequéncia substituicA (n°de sequéncia substituicd
0 sitios) S 0 sitios) S 0
Sclerotiory 464 46 K2(G+) 821 47 TN(GH) 868 3 TN (GH)
Citrina 442 106 K2 (G+l) 735 99 K2 (G+l) 847 58 TN (G+)
Lanata Di- 5, , 80  K2(G+) 685 78 K2(G+l) na n.a na
varicata

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



3.2.1. Secao Sclerotiorum

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

relacionados entre si que em relacao ao isolado AM1S059 (Figuras 1 e 2).

100

100 1 JX436493.1 P. daejeonium CNU 100097T
JX436494.1 Penicillium sp. CNU 100148
JN625967.1 P. guanacastense DAOM 239912T
JN686372.1 P. vitcola DAOM 239935

1001 AB540174.1 P. wticola KI-4410

JN686366.1 P. cainii DAOM 239914T
JN686368.1 P. jacksonii DAOM 239937T
MK481057.1 P. circulare CNUFC-GEU220-1T
JN626001.1 P. sclerotiorum NRRL 2074T
KC695686.1 P. vanoranjei DTO99H6T

100 KY587439.1 P. acidum EML-DLW4-1T
KX885042.1 P. exsudans HMAS248735T
JN686378.1 P. johnkrugii DAOM 239943T
JIN625973.1 P. mallochii DAOM 239917T
941 MN969418.1 P. meliponae CBS 142495T

47

45

MK682867.1 P. maximae SFC20151014-M14
EU427265.1 P. multicolor

1 KC773795.1 P. maximae NRRL2060T
MK134654.1 P. maximae SFC20150303-M16

JN625955.1 P. hirayamae CBS 229.60
£ LT854645.1 P. fernandesiae URM 7600T

a KC773794.1 P. malachiteum CBS 647.95T

" KX885043.1 P. choerospondiatis HMAS 248813T
KX885049.1 P. werrucisporum HMAS248819T
1
L IN625970.1 P. herquei CBS 336.48T

69

KX885050.1 P. sanshaense HMAS 248820T
JIN799642.1 P. adametzioides CBS 313.59T

93
—{; KC773779.1 P. angulare CBS1 30293T

10— MN969417.1 P. mellis CBS 142499T

95 L MN497417.1 P. reconvexowelosoi CCDCA 11500T
KC773789.1 P. jugoslavicum CBS 192.87T
48 f————————— KC773778.1 P. alexiae DTO118H8T

9 JINB25957.1 P. adametzii CBS 209.28T
351E KF803349.1 P. restingae 43M6T
KC773784.1 P. arianeae DTO20B8T

JIN625966.1 P. bilaiae NRRL 3391T
KC773787.1 P. brocae CBS 116113T

ﬂg E JX091563.1 P. amaliae CV1875T
100 KC773790.1 P. lilacinoechinulatum CBS 454.93T

_,7 EF506213.1 P. griseolum NRRL 2671T
7 GU981654.1 P. levitum CBS 345.48T

—A

0.05
Figura 1. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca da secéo Sclerotiorum de Penicillium inferida a
partir das sequéncias do gene BenA. A escala representa o nimero de substitui¢Bes por sitio. Nomes em negrito
indicam isolados que representam a nova espécie. P. levitum™ e P. griseolum™ foram utilizados como grupo
externo. Os tipo das espécie sdo designados com a letra T ao final da identificagdo. Arvore gerada com n° de

replicacGes de 100 bootstraps.
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100

KY587442.1 P. acidum EML-DLW4-1T
KX885052.1 P. exsudans HMAS 248735T
JN626016.1 P. mallochii DAOM 239917T
KC695691.1 P. vanoranjei DTO99H6T
JN686401.1 P. johnkrugii DAOM 239943T
JN626044.1 P. sclerotiorum NRRL 2074T
JN686395.1 P. viticola DAOM 239935
JX436491.1 P. daejeonium CNU 100097T
JN686391.1 P. jacksonii DAOM 239937T
JN686389.1 P. cainii DAOM 239914T
62 MK481061.1 P. circulare CNUFC-GEU220-1
100 r JN626010.1 P. guanacastense DAOM 239912T
JN626011.1 P. guanacastense DAOM 239913
MK496526.1 P. guanacastense JP-NJ2 M2013476
- KF302647.1 P. guanacastense AS3.15350
KX712504.1 Penicillium sp. SFC20160805M26

72

62

100

100

67

60

- I

100 1 24.1
AMSO037
AM1S059
KX885051.1 P. austrosinicum HMAS248734T
LT854648.1 P. melipone URM 7602T
MN850484.1 P. maximae KMG408
MH844698.1 P. multicolor DUCC4140
KC773821.1 P. maximae NRRL2060T
721 EU427282.1 P. multicolor

JN626003.1 P. hirayamae CBS 229.60T
LT854649.1 P. fernandesiae URM 7600T
MN969327.1 P. mellis CBS 142499T
MN497418.1 P. reconvexowelosoi CCDCA 11500T
JIN626009.1 P. bilaiae NRRL 3391T

99

—I__KC773796 1 P. adametzii CBS 209.28T
KF803352.1 P. restingae 43M6T

JN686387.1 P. adametzioides CBS 313.59T

—EKC773804 1 P. angulare CBS 130293T

KC773803.1 P. alexiae DTO118H8T
KC773815.1 P. jugosiavicum CBS 192.87T

39

KC773811.1 P. arianeae DTO20B8T

KC773814.1 P. brocae CBS 116113T
JX141557.1 P. amaliae CV1875T
KC773816.1 P. lilacinoechinulatum CBS 454.93T
—— KX885060.1 P. sanshaense HMAS 248820T
KX885053.1 P. choerospondiatis HMAS 248813T

100

50

—— KX885059.1 P. errucisporum HMAS248819T
KC773820.1 P. malachiteum CBS 647.95T
3 l_— JN626013.1 P. herquei CBS 336.48T

6!

EF506232.1 P. griseolum NRRL 2671T

MN969270.1 P. levitum CBS 345.48T

0,1

Figura 2. Arvore filogenética de maxima ver
partir das sequéncias do gene CaM. A escala re
indicam isolados que representam a nova espéc

ossimilhanca da secéo Sclerotiorum de Penicillium inferida a
presenta o nimero de substitui¢des por sitio. Nomes em negrito
ie. P. levitum™ e P. griseolum foi utilizado como grupo externo.

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

de 100 bootstraps.
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A topologia da arvore do gene RPB2 ndo apresentou congruéncia com as analises
filogenéticas dos genes benA e CaM. Os isolados AM1SO59 e 24.1 é filogeneticamente
relacionado com o tipo da espécie de P. austrosinicum HMAS248734, entretanto formam um
clado distinto (Figura 3). Em contrapartida, o isolado AMSO37 esta inserido no mesmo

clado da espécie P. austrosinicum (Figura 3).

73 1 KX885032.1 P. austrosinicum HMAS248734T
29_{ AMSO037
AM1S059
7C{ 24.1
29| | LT854653.1 P. meliponae URM 7602T
~{LT854653.1 Penicillium sp. URM 7602
KX650038.1 P. maximae CML 2686
EU427262.1 P. multicolor
\-MN969126.1 P. maximae CBS 134565T
L MN380920.1 P. austrosinicum CCDCA11334
KX961295.1 P. guanacastense DAOM 239912T
MK450868.1 P. magnielliptisporum CMV00711
MK481053.1 P. circulare CNUFC-GEU220-1T
MT156346.2 P. cainii DTO 328-C1T
JN406585.1 P. sclerotiorum CBS 287.36T
&0 KX961296.1 P. mallochii DAOM 239917T
100 tKY587446.1 P. acidum EML-DLW4-1T
93 L KX885033.1 P. exsudans HMAS248735T
LT854654.1 P. femandesiae URM 7600T
50 KX885040.1 P. verrucisporum HMAS248819T
72 4@1121543.1 P. malachiteum CBS 647.95
100 KX885034.1 P. choerospondiatis HMAS248813T
L—— UN121494.1 P. herquei CBS 336.48T
JN406618.1 P. jugoslavicum CBS 192.87T
JN406578.1 P. adametzioides CBS 313.59T
JN406610.1 P. bilaiae CBS 221.66T
KX961291.1 P. alexiae CBS 134558T
JN406639.1 P. brocae CBS 116113
JIN121455.1 P. adametzii CBS 209.28T
MN969134.1 P. restingae CBS 140379T
KX961294.1 P. arianeae CBS 134559T

40 —L_ KC470040.1 P. amaliae CV1875T
100 L— KX961293.1 P. lilacinoechinulatum CBS 454.93T

—,7 KP064638.1 P. griseolum CBS 277.58T
KF296432.1 P. levitum CBS 345.48T

66

50

97

32

0.05
Figura 3. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca da segdo Sclerotiorum de Penicillium inferida a
partir das sequéncias do gene RPB2. A escala representa o nimero de substituicdes por sitio. Nomes em negrito
indicam isolados que representam a nova espécie. P. levitum™ e P. griseolum? foi utilizado como grupo externo.
Os tipo das espécie sdo designados com a letra T ao final da identificacdo. Arvore gerada com n° de replicacdes
de 100 bootstraps.
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3.2.2. Secao Citrina

A relacao filogenética dos isolados AMS02, AMS0O6, AMSO7, AMSO10, AMSO34,
AMSO052, AM5S064 e AM9SO67 com as espécies da secdo Citrina de Penicillium foi
analisada utilizando as sequéncias parciais do genes benA, CaM e RPB2 . De acordo com a
filogenia molegenia molécular de ambos os genes, os isolados AMS06, AMSO7, AMSO10,
AMSO034 e AM9SO67 formam uma uma linhagem filogeneticamente distinta com o clado
de P. anatolicum CBS 47966, P. argentinense CBS 130371, P. euglaucum CBS 323.71 e
AMSOS5 (Figuras 5, 6 e 7). As filogenias de ambos os genes resolveram de forma consistente
que esse grupo de isolados representam uma nova espécie distinta das descritas
anteriormente.

Em ambas as arvores de benA e CaM (Figuras 4 e 5), o isolado AMSO5 ¢é
filogeneticamente préximo de P. anatolicum, porém forma um clado distinto. Os isolados
AMSO02 e AMSO52 agrupam com o tipo de P. sumatraense, entretanto, também formam
um clado distinto em ambas as arvores (Figuras 4 e 5). Com base na concordancia de ambas
as arvores, o isolado AMSO5 representa uma nova espécie de Penicillium, e os isolados
AMSO2 e AMSO52 representam outra espécie nova para o género. Em concordancia com
as arvores de BenA e CaM, o isolado AMSO52 foi agrupado em um clado com cepas
identificadas nos bancos de dados como P. meleagrinum var. viridiflavum e P. sumatraense,
mas distinto do clado com o tipo das espécies P. roseopurpureum CBS 266.29, P.
sanguifluum CBS 127032, e P. gallaicum CBS 167.81 nas analises com o gene RPB2.(Figura
6). Os isolado AMSO2 e AMSO5 nédo foram incluidos na filogenia do gene RPB2, pois a
regido nao foi amplicada via PCR e 0 sequenciamento gerou sequéncia curta,
respectivamente.

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

realizadas com as sequéncias parciais de BenA, CaM e RPB2 (Figuras 4, 5 e 6), portanto, foi
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descrito neste estudo como um novo registro de ocorréncia da espécie.

JNB06632.1 P. sumatrense CBS 127363

LC131440.1 P. meleagrinum var, vindifiawm MPUC247
JX141030.1 P. sumatraense CV1828

JX141028.1 P. sumatraense CV0503

|EF198510.1 P. meleagrinum var. viridifiawm NRRL 35627
JX141035.1 P. sumatraense CV2328

EF198512.1 P. meleagrinum var. viridifiawm NRRL 6181
MHO047321.1 P. steckii MUT3495

KX961237.1 P. sumatraense CGMCC 3.18167

48

50

39

KP235304.1 P. sumatrense BS298

KJ527430.1 P, sumatrense 5194

HM468411.1 P. meleagrinum var. viridiflawum KUC1678
EF198505.1 P. meleagrinum var. viridifiawum NRRL 29653
“4 EU128573.1 P. sumatrense 205P

KP235306.1 P. sumatrense JM854

LT550016.1 P. sumatrense DI1676

AMSO 52

f ING06636.1 P. sumatrense CBS 127365

AMSO 2

EF198511.1 P. meleagrinum var. virdifiawum NRRL 35638
EF198504.1 P. meleagrinum var. vindifiawm NRRL 28121
74 Ux141026.1 P. sumatraense CV0179

JX141029.1 P. sumatraense CV0684

KP235305.1 P. sumatrense JM173

JNE0B644.1 P. sumatrense CBS 127362

KJ775186.1 P. sumatrense DTO 179E9

MK951832.1 P.sumatraense CMV015F2

w0} JNG06634.1 P. sumatrense DTO 78A8

38

42

KU507283.1 P. sumatrense DTO 265I8

KJ775187.1 P. sumatrense DTO 269G

)‘T MK398003.1 P. sumatraense CMU C2 121

JN606641.1 P. sumatrense CBS 41669
KU715285.1 P. sumatrense SMABS
JX141034.1 P. sumatraense CV2285
JN606B38.1 P. sumatrense CBS 127368
MG832172.1 P. steckii MUTITA 1453
971 44 KT779539.1 P. steckii MUTITA 5192
KT779548.1 P. steckii MUTITA 5224
KF993385.1 P. citrinum PAVM 1,150
JX141033.1 P. sumatraense CV2201

711 UX141032.1 P. sumatraense CV2184
EF198503.1 P. sumatrense NRRL 779

81 INB06639.1 P. sumatrense CBS 28136T

721 GUB44538.1 P. hetheringtonii CBS 122302T
GUS44522.1 P. steckii CBS 260.55T

s L UNB06838.1 P. rosecpurpureum CBS 266.29T
— JNB0B651.1 P. manginii CBS 25331T
JIN6O6706.1 P. miczynskii CBS 22028T
%JXHH‘HS 1 P. suerivorum CV1840T
JINB0B705.1 P. neomiczynskii CBS 126231T
1 IN606702.1 P. ié CBS 126228T
%1 UN806700.1 P. quebecense CBS 101623T
L. JNG06693.1 P. caimsense CBS 124325T
o1~ JN60B663.1 P .vancourerense CBS 126323T
= L] JN606670.1 P. wellingtonense DTO 76C6T
2] L UN606673.1 P. pasqualense CBS 126330T
JIN606677.1 P. atrofulvum CBS 109.66T
JNB0BBBO.1 P. christenseniae CBS 126236T
':.NSBMH 1 P. raphiae CBS 126234T
L UN608685.1 P. decaturense CBS117508T
i~ JNB0B800.1 P. ubiquetum CBS 126437T
T eoe700.1 P pancosmium CBS276.75T
JN606732.1 P. nothofagi DTO 76C2
JINGO6717.1 P. westlingii CBS 127008
JN606733.1 P. cosmopolitanum CBS 126995T
E JNE06779.1 P.waksmanii CBS23028T

JNB0B758.1 P. chrzaszczii CBS21728T
JX140955.1 P.kapuscinskii CBS218.28T
JNG06768.1 P. godlewskii CBS 21528T

82

MNB882793.1 P. copticola DTO 418F3
_wEMN243037.| P. dokdoense CNUFCDDS111T
641~ JNG06810.1 P. terrigenum CBS 127354T
AMSSO 64
JX141022.1 P. sheanii CV0489
MN380888.1 Penicillium sp. CCOCA11333
AMSO 10
10| AMSO 6
AMSO 34
AMSO 7
ol AM9SO 67
00 - JN606808.1 P. euglaucum DTO 16G1
ol AMSO 5
‘lm&‘z.l P. anatolicum CBS 30889
‘idmlii P. argentinense DTO 1687
JN606806.1 P. argentinense DTO 132D5
HMK451220 1 P. anatolicum CMVO11H1

KY124549.1 P. anatolicum DTO204A5
ss] INB0BB48.1 P. anatolicum CBS 47866
3l ING06849.1 P. anatolicum CBS 479.66T

JNG06837.1 P. gallaicum CBS 16781T

b JNG06844.1 P. pailli CBS 360.48T

KJ413339.1 P. shearii AC1505

JUN6OBB34.1 P. shearii CBS 118059

o0l KJ413338.1 P.shearnii AC1307

JX141042.1 P. CBS 312.48T

==

Figura 4. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca da secéo Citrina de Penicillium inferida a partir das
sequéncias do gene BenA. A escala representa 0 nimero de substituicdes por sitio. Nomes em negrito indicam
isolados que representam novas espécie e o registro de ocorréncia. P. corylophilum™ foi utilizado como grupo
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externo. Os tipo das espécie so designados com a letra T ao final da identificagio. Arvore gerada com n° de
replicacBes de 100 bootstraps.

KP235292.1 P. sumatrense BS298
EF198514.1 P. meleagrinum var. viridifiavam NRRL 29665
EF198518.1 P. meleagrinum var. viridiflawim NRRL 35627
EF198520.1 P. meleagrinum var. viridifiawm NRRL 29653
JUX141518.1 P. sumatraense CV0S03
|| IN606361.1 P. sumatrense DTO 78A8
sdl3g
JUNB06359.1 P. sumatrense CBS 127363
AY678557.1 P. steckii AS3.6671
| IN606366.1 P. sumatrense CBS 127365
AMSO 2
KP235293.1 P. sumatrense JM173
KP235294.1 P. sumatrense JM854
JNG0B358.1 P. sumatrense CBS 127362
2|50
P. mefeagrinum var. viridiflawim NRRL 28121
EF198521.1 P. meleagrinum var. viridifiavam NRRL 28121
P. meleagrinum var. viridiflawm NRRL 35638
JX141519.1 P. sumatraense CV0684
JX141516.1 P. sumatraense CV0179
EF198519.1 P. meleagrinum var. viridiflawim NRRL 35638
EF198513.1 P. meleagrinum var. viridifiawim NRRL 6181
JX141525.1 P. sumatraense CV2328
AY678547.1 P. steckii AS3.5684
JX141520.1 P. sumatraense CV1828
48
AMSO 52
EF198522.1 P. sumatrense NRRL 779
p MNS69301.1 P. sumatraense CBS 281.36T
JX141524.1 P. sumatraense CV2285
JX141523.1 P. sumatraense CV2201
#7[JX141522.1 P. sumatraense CV2184
JIN60B367.1 P. sumatrense CBS 127366
sap MN882821.1 P. copticola DTO 4183
INB06553.1 P. copticola DTO 19HTT
% MH243031.1 P. dokdoense CNUFCDDS111T
L JNG0B583.1 P. temigenum DTO 9D4T
75 JNB0B507.1 P. nothofagi DTO 76C2
I MN969312.1 P. westiingii CBS 231.28T
JN606393.1 P. pasqualense CBS 122402
951 MN989286.1 P. pasqualense CBS 126330T
74— MNB9238.1 P. aurantiacobrunneum CBS 126228T
MN969277.1 P. miczynskii CBS 220.28T
MNg69278.1 P. neomiczynskii CBS 1262317
1L X141506.1 P. suenivorum CV1840T
MN969240.1 P. caimsense CBS 124325T
71 ING06509.1 P. quebecense CBS 101623T
MNO69274.1 P. manginii CBS 253.31T
o [~ MN989307.1 P. vancowerense CBS 1263237
o JNG06395.1 P. wellingtonense DTO 76C6T
JNG06387.1 P. atrofulvum CBS 109.66
531 NG06387.1 P. atrofulvum CBS 109.66T
MNO69243.1 P, christenseniae CBS 126236T
01— MN969292.1 P. raphiae CBS 126234
| MN969258.1 P godlewskii CBS 215.28T
9L MN969310.1 P. waksmanii CBS 230.28T
MN989244.1 P. chrzaszczii CBS 217.28T
48] ~ MN969249.1 P. cosmopolitanum CBS 126995T
MN969252.1 P. decaturense CBS 117508T
MN69306.1 P. ubiquetum CBS 126437T
MN969284.1 P. pancosmium CBS 276.75T
MN969259.1 P. gorlenkoanum CBS 408.69T
MNGB9300.1 P. steckii CBS 260.55T
MN969263.1 P. hetheringtonii CBS 122392T
MN969245.1 P. citrinum CBS 139.45T
MN968303.1 P. tropicoides CBS 122410T
MN969304.1 P. tropicum CBS 112584T
MN969298.1 P. sizovae CBS 413.69T
40
o9]41
JIN60BSE6.1 P. paxilli CBS 360.48T
JIN60BSE6.1 P. paxilli CBS 360.48
JING0B575.1 P. shearii CBS 578,70
64 JN606560.1 P. shearii CBS 290.48
EU644068.1 P. shearii CBS290.48T
JX141512.1 P. shearii CV0499
JIN0BS65.1 P. shearii CBS 343.54
*“|amsso 64
— JIN60B538.1 P. shearii CBS 118059
JINB0B572.1 P. shearii CBS 502.78

ING0B548.1 P gallaicum CBS 167.81T
—[,3 F IN6O6556.1 P. rossopurpureum CBS 266,29T
99 L IN60ES55.1 P. sanguifiuum DTO 20B7T
AMSO 10
! Amso 34 cMD
«|Amso 6
AMSO 7
AM9S0 67
5[ AMSO §
NG06S62.1 P. anatolicum CBS 308.89
JN606549.1 P. argentinense DTO 1687
ING0BS42.1 P. argentinense DTO 13206
ING0SS0.1 P euglaucum DTO 1661
ING0BS84.1 P euglaucum CBS 323,717
¥ - MK451579.1 P. anatolicum CMVO11H1
LT594413.1 P. anatolicum S832
JNE06570.1 P. anatolicum CBS 478.66
INGOES1.1 P anatolicum CBS 479.66T
KP016780.1 P. CBS 312.48T

o
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Figura 5. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca da sec&o Citrina de Penicillium inferida a partir das
sequéncias do gene CaM. A escala representa o nimero de substitui¢des por sitio. Nomes em negrito indicam

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



externo. Os tipo das espécie sdo

replicacOes de 100 bootstraps.

designados com a letra T ao final da identificagio. Arvore gerada com n° de

MN969113.1 P. cosmopolitanum CBS 126995T
1991 UN606625.1 P. westlingii CBS 231.28T
73| L MN969129.1 P. nothofagi CBS 130383T
MN969142.1 P. ubiquetum CBS 126437T
7048 — MN969130.1 P. pancosmium CBS 276.75T
s5oL— JNB06621.1 P. decaturense CBS 117509T
JN606628.1 P. chrzaszczii CBS 217.28T
25 %JN606626.1 P. godlewskii CBS 215.28T
JNB06627.1 P. waksmanii CBS 230.28T
—— JN606618.1 P. manginii CBS 253.31T
100 - MN969108.1 P. caimsense CBS 124325T
JNB06622.1 P. quebecense CBS 101623T
MN969106.1 P. aurantiacobrunneum CBS 126228T
JIN606623.1 P. miczynskii CBS 220.28T
83} MN969128.1 P. neomiczynskii CBS 126231T
76— MN969140.1 P. sucrivorum CBS 135116
—— JN606619.1 P. raphiae CBS 126234T

s

12 ™
=)

&

JNB06620.1 P. atrofulvum CBS 109.66T
JNB06617.1 P. pasqualense CBS 122402
Po MN969143.1 P. vancouwverense CBS 126323T
94 JN606616.1 P. wellingtonense DTO 76C6T
L JN606624.1 P. christenseniae CBS 126236T
AMS5SO 64
MK461494.1 P. shearii CV0499
1001 UN121482.1 P. shearii CBS 290.48T
1001 KJ476429.1 P. shearii AC1505
o6 — JNB0B607.1 P. tropicum CBS 112584T
JNB06608.1 P. tropicoides CBS 122410T
S0 JNB06603.1 P. sizovae CBS 413.69T
55 JN606606.1 P. heteringtonii CBS 122392T
100 L JF417416.1 P. citrinum CBS 139.45T

1

100

29

JN606602.1 P. steckii CBS 260.55T
JN606601.1 P. gorlenkoanum CBS 408.69T
JNB06610.1 P. paxilli CBS 360.48T

98

JNB06613.1 P. roseopurpureum CBS 266.29T
MN969135.1 P. sanguifiuum CBS 127032T
JN606609.1 P. gallaicum CBS 167.81T
EF198541.1 P. sumatrense NRRL 779
EF198540.1 P. meleagrinum var. viridifawum NRRL 6181
AMSO 52
EF198532.1 P. meleagrinum var. viridifiawum NRRL 28121
EF198539.1 P. meleagrinum var. viridifiavum NRRL 35638
95 | EF198538.1 P. meleagrinum var. viridifawum NRRL 35627
MK461529.1 P. sumatraense DTO181G1
MK461504.1 P. sumatraense DAOMC241049
MK461503.1 P. sumatraense DAOMC241048

N606600.1 P. terrigenum CBS 127354T
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100 I: JN606599.1 P. copticola CBS 127355T

89 — JN606594.1 P. euglaucum CBS 323.71T
100 l_— MN969105.1 P. argentinense CBS 130371T
JN606593.1 P. anatolicum CBS 479.66T
AMSO 10

100 AMSO 34
MN380926.1 Penicillium sp. CCDCA11333
100/ AM9SO 67
AMSO 6
431 AMSO 7
KP064631.1 P. corylophilum CBS 312.48T

Figura 6. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca da sec&o Citrina de Penicillium inferida a partir das

sequéncias do gene RPB2. A escala representa o nimero de substitui¢8es por sitio. Nomes em negrito indicam

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



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

replicacbes de 100 bootstraps.

3.2.3. Se¢édo Lanata-Divaricata

Os resultados das anélise filogenéticas construidas a partir dos conjuntos de dados de
benA e CaM indicam que o isolado AMSO19 é relacionado filogeneticamente com o tipo de
P. globosum NN072354, porém forma um clado distinto em ambas as arvores (Figuras 7 e
8).

KTB87816.1 P. camponotum KAS 2177T
KC346327.1 P. subrubescens DTO 188-D6T
GU981670.1 P. pulwliorum CBS 280.39T
GU9B1672.1 P. ochrochloron CBS 357.48T
KY495141.1 P. flawiroseum NNOT2483T
GU9B1668.1 P. piscarium CBS 362.48T
KXB50295.1 P. terrarumae HGUP2025
DQ486644.1 P. svalbardense EXF-1307
KY495147.1 P. soliforme NNO72519T
KP691061.1 P. excelsum HF-2015T
IX091514.1 P. annulatum CVO03TT
GU981667.1 P. roffsii CBS 368.48T
GU98B1653.1 P. vasconiae CBS 339.79T
KTB87806.1 P. bissettii KAS 1951T
KU554679.1 P. fructuarise-celiae P3T
KY495125.1 P. jianfenglingense NNO72384T
KY495138.1 P. rubriannulatum NNO72456T
GU981649.1 P. daleae CBS 211.28T
GUSB1650.1 P. abidjanum CBS 246.67T
GU981651.1 P. zonatum CBS 992.72T
GU981646.1 P. penarojense CBS 113178T
GUSB1647.1 P. vanderhammeni CBS 126216T
- KT887833.1 P. amphipolaria KAS 2555T
KY495113.1 P. wridissimum NNO72081T
KJ775167.1 P. singorense DTO 133C6T

w2l MH674391.1 P. guaibinense 23EMBT
100~ GUSBIB57.1 P. javanicum CBS 341.48T
MF184995.1 P. setosum SBSTIPO1
MN969394.1 P. reticulisporum CBS 122.68T
JIX091524.1 P. malacosphaerulum CV2855
MK451280.1 P. caperatum CMV013G5
GUIB1663.1 P. elleniae CBS 118135T
LT904699.1 P. uruguayense FMR 14490T
GUOB1656.1 P. meloforme CBS 445.74T
GUBB1652.1 P. ehrichil CBS 324.48T
GUB1655.1 P. coeruleum CBS 141.45T
001 GU981654.1 . Jevitum CBS 345.48T
GUIB1620.1 P. lineolatum CBS 188.77T
GUYB1622.1 P. raper CBS 281.58T
KMO000846.1 P. koreense KACC 47721
KY495009.1 P. yunnanense NNOS1336T
JX091526.1 P. curticaule CV2842T
4o EU021669.1 P brefeldianum NRRL 710T
GU981621.1 P. limasum CBS 339.97T
GUIB1624.1 P. cremeogriseum CBS 223.66T
JX091520.1 P. ortum CV0102T
GUSB1625.1 P. janthinellum CBS 340.48T
KF296467.1 P. griseopurpureum CBS 406.65T
saf- KF296469.1 P. glaucoroseum NRRLOOST
MNGB9376.1 P. cluniae CBS 326.89T
1001 KF206468.1 P. ludwigii CBS 417.68T
L KY495118.1 P. hainanense NN072320T
1o~ GUS81629.1 P. brasilianum CBS 253.55T
GU981627.1 P. onobense CBS 174.81T
GUOB1626.1 P. skjabinii CBS 439.75T
KF296465.1 P. paraherquei CBS 338.50T
MK802333.1 P. alagoense URM 8086T
KT887823.1 P. panissanguineurn KAS 2209T
b KY495124.1 P. laevigatum NNO72364T
GUOB1632.1 P. simplicissimum CBS 372.48T
GUSB1642.1 P. araracuarense CBS 113149T
4{L-6U981637.1 P. wotroi CBS 118171T
KY495149.1 P. spinuliferum NNO7254ST
2| L kT887802.1 P. tanzanicum KAS 1946T
KT887817.1 P. infrabuccalum KAS 2181T
— GUIB1630.1 P. mariae-crucis CBS 271.83T
— KY495095.1 P. guangxiense NN044175T
|—KY495120.1 P. griseofiaum NN072331T
s MGOOB532.1 P.sp. T115.184
[1MG006532.1 P. sp. T115.184
|- KY495121.1 . sp. NNO72339
GU9B1631.1 P. echinulonalgiovense CBS 328.59T
MKB52894.1 P. sp. SFC100747
MG452804.1 P. sp. 2AM-2018 80b
MG452805.1 P. sp. 2AM-2018 505T
MG452807.1 P. sp. 2AM-2018 20b
1P, sp. 2AM-2018 9
KTB87808.1 P. cataractum KAS 2145T
KT887825.1 P. cataractum KAS 2270
KY495123.1 P. globosum NNO72354T
77| Ky495130.1 P. globosum NNOT2397
4 Amso19
MW915479.1 P globosum KBP F-523
KT887804.1 P. cataractum KAS 1948
| KY495127.1 P. globosum NN072388
MK882893.1 P. sp. SFC100919

KF296462.1 P. oxalicum CBS 219.30T
4‘:‘:{651133 1P. diatomitis CCF 3904T
700l FM865811.1 P. soosanum CCF3778T

GUSB1619.1 P. glabrum CBS 125543T

o

Figura 7. Arvore filogenética de maxima verossimilhanga da secéo Lanata-Divaricata de Penicillium inferida
a partir das sequéncias do gene BenA. A escala representa 0 ndmero de substituicfes por sitio. Nomes em
negrito indicam isolados que representam novas espécie e o registro de ocorréncia. P. glaucum foi utilizado
como grupo externo. Os tipo das espécie sdo designados com a letra T ao final da identificagdo. Arvore gerada

com n° de replicacBes de 100 bootstraps.
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KF296402.1 P. cluniae CBS 326.89T
KF296401.1 P. janthinellum CBS 340.48T
KF296400.1 P. glaucoroseum NRRLO08T

KF296404.1 P. ludwigii CBS 417.68T
JX141551.1 P. ortum CV0102T
MNO969317.1 P. koreense CBS 141338
KF296399.1 P. raperi CBS 281.58T
MNO69340.1 P. yunnanense NNO51336T
EU021683.1 P. brefeldianum NRRL 710T
KF296398.1 P. limosum CBS 339.97T
JX141536.1 P. curticaule CV2842T
MN969272.1 P.lineolatum CBS 188.77T
KF296396.1 P. meloforme CBS 445.74T
KF296395.1 P. ehrlichii CBS 324.48T
991 KF296393.1 P. coeruleum CBS 141.45T
KF296394.1 P. levitum CBS 345.48T
LT804698.1 P uruguayense FMR 14490T
KF296389.1 P. elleniae CBS 118135T
KF296387.1 P javanicum CBS 341.48T
o4 KF296392.1 P. caperatum CBS 443.75T
sof KF296391.1 P. reticulisporum CBS 122.68T
JX141542.1 P. malacosphaerulum CBS 135120T
MN969315.1 P. zonatum CBS 992.72T
—— KF296386.1 P vasconiae CBS 339.79T
MK045337.1 P. fructuariaecellae P3T
N 1 P. NN072329T
KF296375.1 P. rolfsii CBS 368.48T
KT887767.1 P. bissettii KAS 1951T
KR815342.1 P. excelsum HF2015T
MNG69337.1 P. soliforme NNO72519T
KF296379.1 P. piscarium CBS 362.48T
JX141545.1 P. annulatum CV0037T
KC346330.1 P. subrubescens DTO188D6T
99 KF296377.1 P. pulvillorum CBS 280.39T
KMO089064.1 P. simplicissimum DTO015B9
MN969329.1 P. flaviroseum NNO72483T
KT887777.1 P. camponotum KAS 2177T
KC346338.1 P. swalbardense CBS 122416T
KF296378.1 P. ochrochloron CBS 357.48T
KC346339.1 P. terrarumae CBS 131811
991 MN969323.1 P. terrarumae DTO 174H2T
55 KJ775401.1 P. singorense DTO 129H8
99 L MH674393.1 P. guaibinense 23EM8T
MN969328.1 P. austrosinenseT
KJ775403.1 P. singorense DTO 133C6T
KJ775402.1 P. singorense DTO 13118
KJ775400.1 P. singorense DTO 129H7
KT887794.1 P. amphipolaria KAS 2555T
MN969339.1 P. viridissimum NNO72081T
KF296381.1 P. penarojense CBS 113178T
KF296382.1 P. vanderhammenii CBS 126216T
KF206385.1 P. daleae CBS 211.28T
MN969234.1 P. abidjanum CBS 246.67T
MNS69336.1 P. rubriannulatum NNO72456T
KF296384.1 P. griseopurpureum CBS 406.65T
MN969334.1 P. jianfenglingense NN0O72384T
KT887784.1 P. panissanguineum KAS 2209T
KF296368.1 P. simplicissimum CBS 372.48T
KT887778.1 P. infrabuccalum KAS 2181T
KX961269.1 P. echinulonalgiovense CBS 328.59T
991KY494952.1 Penicillium sp. NN072339
KT887763.1 P. tanzanicum KAS 1946T
KF296371.1 P. onobense CBS 174.81T
KF296372.1 P. paraherquei CBS 338.59T
AB667857.1 P. brasilianum CBS 253.55T
MK802336.1 P.alagoense URM 8086 T
MNQ69299.1 P. skrjabinii CBS 439.75T
KF296373.1 P. araracuarense CBS 113149T
KF296369.1 P. wotroi CBS 118171T
MN969335.1 P. laevigatum NN0O72364T
MN969338.1 P. spinuliferum NNO72545T
MN969331.1 P. griseoflavurn NNO72331T
KF296374.1 P. mariaecrucis CBS 271.83T
MN969332.1 P. guangxiense NN044175T
KTB87769.1 P. cataractum KAS 2145T
KT887786.1 P. cataractum KAS 2270
MN969330.1 P. globosum NN072354T
KY494961.1 P. globosum NN072397
KT887765.1 P. cataractum KAS 1948
AMSO19
791 KY494958.1 P. globosum NN072388
KM089152.1 P. glabrum CBS 125543T
N 3.1 P. I CBS 219.30T
—Wl—[LTg70912 1 P. diatomitis CCF3904T

LT970913.1 P. soosanum CCF3778T

]

7

91

A
01

Figura 8. Arvore filogenética de maxima verossimilhanga da secéo Lanata-Divaricata de Penicillium inferida
a partir das sequéncias do gene BenA. A escala representa 0 ndmero de substituicfes por sitio. Nomes em
negrito indicam isolados que representam novas espécie e o registro de ocorréncia. P. glaucum" foi utilizado

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

Com base nas andlises filogenéticas os isolados AMSO2, AMSO5, AMSO6, AMSO7,
AMSO010, AMSO19, AMS034, AMS052, AM9SO67 representam novas espécies de
Penicillium. Os isolados também apresentam caracteristicas morfofisoldgicas distantas das
espécies proximas. Foram descritas 5 espécies novas e 1 registro de ocorréncia com base na
taxonomia polifasica. Abaixo, encontra-se a descricdo morfoldgica, microscopica e

fisiologica das espécies.
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Descricdo morfoldgica de Penicillium sp. ISAMSO37, Penicillium sp. ISAM1S0O59,

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

Figura 9. A. Coldnias da esquerda para a direita: CYA, CYA reverso, MEA, MEA reverso, YES; linha
superior: isolado 24,1; linha do meio isolado AMSO37; linha inferior isolado AM1SO59; B. textura em
CYA 24.1; C. textura em CYA AMSO37; D. textura em CYA AM1S059; E. conidiéforo; F. conidios;

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

Diametro das colonias, 7 d (em mm): CYA: 23-29; CYA 30 °C: 32-37; CYA 5 e 37°C:
crescimento ausente; MEA: 24-29; MEADbI: 21-25 (—34); YES: 28-34; DG-18: 22-24 ;



CREA: 10-14 (-17): ; OA: 28-32; CYAS: 22-27 CZ: 18-24 (-28).

Caracteres das colonias: CYA 25 °C, 7 d: colbnias moderadamente profundas,
aleatoriamente, concentricamente e radialmente sulcadas; margens baixas, estreitas (1-3
mm), irregularmente, as vezes inteiras; micélio branco; textura flocosa e aveludada;
esporulacdo esparsa a moderada, conidios em massa amarelo palido acinzentado (3A3),
amarelo acinzentado (4B3-4B4), amarelo pastel (2A4) na margem e verde fosco (27E4),
laranja acinzentado (5B6-5B4), azul acinzentado a laranja (21C4-5A6) no centro; exsudato
laranja e amarelo claro a vermelho alaranjado, pigmentos de pigmento sollvel laranja claro
aamarelo claro, as vezes ausentes; reverso laranja (5A7), laranja claro (5A4) e amarelo fosco
(3B3) na margem e amarelo dourado (5B7), laranja acastanhado ( 6C8) para laranja
avermelhado (7A8) no centro. CYA 30 °C, 7 d: col6nias moderadamente profundas, radial
e concentricamente sulcadas, crateriformes; margens baixas, estreitas (1-2 mm)
irregularmente, as vezes inteiras; micélio branco; textura velutinosa e flocosa, esporulacao
esparsa a moderada, conidios em massa laranja (5A7), verde acinzentado (1D3), amarelo
acinzentado a azeitona (2C4-2D4) e laranja claro (6A1) no centro e verde pastel (26A4) na
margem; exsudato as vezes presente claro, laranja e amarelo claro, pigmento soltvel as vezes
presente laranja claro inconspicuo; reverso castanho (6D8), vermelho alaranjado (8A8),
laranja claro (5B7) no centro e laranja avermelhado (7A8), amarelo pastel (3A4), amarelo
claro (4A5) na margem. MEA 25 °C, 7 d: col6nias moderadamente profundas, radial,
concentricamente e aleatoriamente sulcadas, crateriformes; margens baixas, estreitas (1-2
mm) irregulares; micélio branco a branco alaranjado; textura flocosa com areas velutinosas;
esporulacdo moderada; conidios em massa verde escuro a acinzentado (27F4- 28C4), laranja
a laranja acinzentado (5A4-5B3), amarelo acinzentado (4B3) e oliva (2E3) no centro e
laranja acinzentado (6B3) na margem; exsudato pesente as vezes amarelo claro a vermelho
alaranjado, pigmentos sollveis ausentes; verso laranja claro (5A4), marrom a laranja
avermelhado (7D6-7A8) no centro e amarelo acinzentado (4B3) e laranja avermelhado
(7A8) nas margens. YES 25 °C, 7 d: colénias moderadamente profundas, radialmente e as
vezes concentricamente e aleatoriamente sulcadas, as vezes crateriformes, margens baixas,
estreitas (1-2 mm), irregulares e inteiras; micélio branco; textura flocosa e aveludada;
esporulacdo esparsa a densa; conidios em massa de laranja a laranja acinzentado (6A8-6B5),
oliva (2F3), amarelo a cinza oliva (4B3-3E2), cinza acastanhado (5D2); auséncia de
exsudato e pigmento soluvel; reverso laranja claro (5A4), laranja avermelhado (6A7-7A8),
laranja (6B7) no centro e amarelo claro para amarelo claro (4A4-4A3), laranja claro (5A4)

na margem. CREA 25 °C, 7 d: colonias com crescimento fraco a moderado. Fraca producéo
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de acido. OA 25 °C, 7 d: colbnias baixas, planas; margens baixas, estreitas (2-3 mm),
inteiras; micélio branco; textura aveludada com area flocosa; esporulacdo moderada a densa;
conidios em massa castanho azeitona (4E3), azeitona (1E4-1F4), verde opaco (8A7-30E4)
no centro e laranja (6A7) na margem; auséncia de exsudato, pigmento solUvel presente as
vezes incospicuo laranja acastanhado. DG18 25 °C, 7 d: colénias moderadamente profundas,
as vezes crustosas, elevadas no centro, radialmente sulcadas; margens baixas, estreitas (1-3
mm), inteiras; micélio branco; textura flocosa a funiculosa; esporulacdo moderada a densa,
conidios em massa verde claro (27A5), branco (1Al), turquesa acinzentada (24D5) e verde
acinzentado (27C4) na margem e laranja claro (5A5) a laranja (6A7) no centro; exsudato
presente as vezes laranja claro a vermelho, auséncia de pigmento solUvel; reverso laranja
avermelhado a vermelho alaranjado (7A8-8A8), cinza esverdeado (19B2) no centro e
amarelo claro (4A3-4A4), amarelo acinzentado (1B5) na margem. CYAS 25 °C, 7 d:
colénias moderadamente profundas, crateriformes, radial e aleatoriamente sulcadas;
margens baixas, estreitas (2 mm), irregulares e inteiras; micélio branco; textura flocosa e
velutinosa a funiculosa; esporulagéo esparsa a densa; conidios em massa laranja (5A7-5B8)
e azul opaco a amarelo acinzentado (22E4-4B6); exsudado de laranja claro a laranja,
pigmento sollvel as vezes amarelo claro incospicuo; reverso amarelo palido (1A3), laranja
avermelhado (7A8), amarelo pastel (3A4), laranja acastanhado (6C8) no centro e amarelo
laranja a acinzentado (5A7-1B4) na margem. CZ 25 °C, 7 d: colOnias baixas, planas;
margens baixas, estreitas (1-3 mm), irregulares; micélio amarelo acinzentado; textura
aveludada; esporulacdo esparsa, conidios em massa laranja (5A6-5A7-6B7), amarelo
acinzentado (3C3)); auséncia de exsudato e pigmento soltvel; reverso amarelo claro (4A5-
4B6) a laranja (6B7) no centro e cinza amarelado (2C2) na margem.
Micromorfologia AM1S059, AMSO37 e 24.1: esclerécio ausente. Conidioforos
estritamente monoverticilados; estipes lisas, septadas, 28-181 (—264) x 1,5-3 um, as vezes
vesiculadas 2-4 x 3—4 (-5) um; fidlides ampuliformes, 6-12 (-13) x 1,5-3 pum; conidios
subglobosos a globosos com paredes levemente rugosas, visivelmente conectados, 2-3 x 2—
3 um.

As principais caracteristicas morfologicas que distngue os isolados AMSO37,

AM1SO059 e 24.1 da espécie P. maximae sdo apresentadas abaixo na Tabela 6, em negrito.
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Tabela 6. Comparacédo de Penicillium ISAMSO37, ISAM1S059 e 1S24.1 com Penicillium

maximimae
Penicillium Penicillium maximae
Espécies AMSO37, AM1S059 CBS 134565
e24.1
CYA25°C 23-29 34-37
MEADI 21-25 (-34)
CYA30°C 20-26 32-37
Crescimento radial (diam apés 7 dias, CYA37 °C germinou nao cresceu
em mm) CYA5°C germinou nao cresceu
YES 28-34 40-43
DG18 22-24 15-22
CYAS 22-27 27-30
OA 28-32 n.a
Cz 18-24 (-28) n.a
CREA 10-14 (-17) 12-15.
Acido em CREA ausente ou fraco ausente
Caracteristicas das colonias Pigmento solivel em CYA laranja claro, as vezes laranja

ausente

Caracteres microscopicos

estritamente

Forma do conidi6foro o
monoverticilado

lisas
28-181 (—264) x 1,5-

Textura da estipe
Comprimento/largura da

estipe (um) 3
Vesicula 2-4 x 3-4
Forma da fialide ampuliforme
Ne de fialides

Comprimento/largura da
fialide (pum)

Textura do conidio

6-12 (-13) x 1,5-3
levemente rugoso
Forma do conidio subgloboso a globoso

Comprimento/largura do
conidio (um)
Esclerécio

2-3x2-3

ausente

monoverticilado,
menor proporg¢ao
biverticilado
lisa

45-150 x 2-3

n.a
ampuliforme

6.5-10 x 2.5-3
liso
elipsoidal

3-35x%x25-3

n.a

Legenda: n.a — ndo disponivel
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Descricdo morfologica de Penicillium sp. ISAMSO6, Penicillium sp. ISAMSO?7,
Penicillium sp. ISAMSO10, Penicillium sp. ISAMSO34 e Penicillium sp. ISAM9S067,
secdo Citrina (Figura 10).

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

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

Barras de escalas = 10 um.

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



OA: 21-25; CYAS: 19-22

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

amarelo acinzentado (4B5) laranja amarelado (4B7). CREA 25 °C, 7 d: colonias com pouco
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crescimento, producdo de &cido ausente. OA 25 °C, 7 d: colbnias baixas, planas; margens
baixas, estreitas (2 mm), inteiras, as vezes irregulares; micélio branco; textura flocosa, as
vezes velutinosa no centro e fasciculada na margem; esporulacdo moderada a densa, as vezes
esparsa; conidios em massa cinza azulado (21D3), cinza esverdeado a verde escuro (26E2-
26F4), cinza laranja (28F7-6B2) e cinza purpura (13B2); exsudato ausente, pigmento soltvel
claro, verde amarelado a amarelo acinzentado. DG18 25 °C, 7 d: coldnias moderadamente
profundas, elevadas no centro, radialmente e concentricamente e irregularmente sulcadas;
margens baixas, estreitas (1-2 mm), inteiras; micélio branco; textura aveludada a flocosa;
esporulacdo moderada a densa, conidios em massa verde a verde claro (28A6-26A5), verde
(25C5), verde pastel acinzentado (25A4), cinza (2D1) com feixes brancos, exsudato ausente,
pigmento solUvel amarelo as vezes laranja claro imperceptivel; reverso verde amarelado
(30A8-30B6), amarelo esverdeado (1A7-29A6). CYAS 25 °C, 7 d: col6nias moderadamente
profundas, radial, concéntrica e aleatoriamente sulcadas; margens baixas, estreitas (1-2 mm),
inteiras; micélio branco; textura aveludada a flocosa; esporulacdo esparsa, as vezes
moderada a densa, conidios em massa verde acinzentado a cinza (27B6-15B1), turquesa
claro (24A4), verde (28A6) e branco (25A1) na margem; cinza (25B1-24C1) no centro;
exsudato presente as vezes amarelo claro, pigmento sollvel presente as vezes amarelo vivo
a amarelo esverdeado; reverso verde amarelado (30A8), laranja acinzentado a amarelo
acinzentado (6B4-4C5) e amarelo a azeitona (2A7-2D4).
Micromorfologia AMSO10 e AMSO34: esclerocio ausente.  Conidioforos
predominantemente biverticilados, 35 % monoverticilados, raramente divaricados ou
tervercilidados; estipes lisas, septadas 14-245 x 2-2,5 um, vesicula em conidioforos
monoverticilados 2-6 x 3—6 um, ocasionalmente em biverticilados 3 x 3 um; ramos laterais
ramente presente 1674 x 2 um; métulas em vértice de 2-3, desiguais em tamanho 5-28 (-
31) x 2 um, frequentemente vesiculadas 2-5 (-6) x 3-5 (-6) um; fialides ampuliformes, de
3-12 por metélua/estipe, 6-9 x 2-2,5; conidios globosos, em menor proporgéo subglobosos,
rugosos e espiculados, 2—-3 x 2—-3 pum.

As principais caracteristicas morfologicas que distngue o isolado AMSO10 do
isolado AMSO5 e da espécie Penicillium anatolicum sdo apresentadas abaixo na Tabela 7,

em negrito.

75



76

Tabela 7. Comparacéo de Penicillium ISAMSO10 com Penicillium ISAMSO5, Penicillium
anatolicum, Penicillium argentinense e P. euglaucum

P.
Espécies Penicillium Penicillium anatolicum P. argentenense eu Iaﬁcum
P AMSO10 AMSO5 CBS CBSH-20641  Cpeoo'n
479.66T '
CYA25°C 19-23 19-20 18-30 21-27 23-29
CYA30°C 18-22 21-22 23-32 22-30 21-30
R crescimento crescimento crescimento
Taxa de CYASTC ausente ausente 0-5 ausente (0-)5-15
CE?ZC'T:;;O CYA5°C n&o cresceu ndo cresceu n.a n.a n.a
' YES (13-) 20-25 20-22 23-30 22-29 23-30
DG18 21-25 24-26 20-30 14-20 23-29
CYAS 19-22 20-22 n.a n.a n.a
AO 21-25 21-24 n.a n.a n.a
CREA 14-16 15-17 11-18 8-14 8-16
Acido em CREA ausente ausente fraco ou fraco fraco
ausente
Caracteristicas forte
das colbnias  Pigmento soltvel em amarelo claro a x
o amarelo claro amarelo forte ausente produgcdo,
CYA amarelo vivido
amarelo
biverticilado, biverticilado,
Forma do menor menor . . monoverticilado . . .
L . < biverticilado R biverticilado
conidioforo propor¢do propor¢do ou biverticilado
monoverticilado monoverticilado
Textura da estipe lisa lisa lisa lisa lisa
Comprimento/largura (-19) 30-250 x  20-200 x 2— 30-200 x 1.5—
da estipe ((m) 14-245 x 2-2,5 152 3 25 5-60 (-100)
Vesicula (um) expandida no expandidano expandidano expandidano expandida no
K apice 3-6 apice apice 4pice 2.0-4.0 4pice 2.5-5.0
N° de métulas 2-3 2-3(-4) 2-3 (-4) 2-3(-4)
Comprimento/largura 10-20 x 2.0- 10-20 10-20 x 1.5-
damétula (um) > 20 (3 x2 8-26x2-3 4.0 x 1.5-3.0 3.0
Caracteres  Comprimento/largura
microscopicos dg ramo (“m? 16-74 x 2 10-45x 2 n.a presente n.a
Forma da fialide ampuliforme ampuliforme  ampuliforme  ampuliforme  ampuliforme
Ne de fialides 3-12 3-14 n.a n.a n.a
Comprimento/largura 6-8(-9)x2—- 6.0-8.0x%x2— 7.0-9.0 x 2—
da fialide (um) 6-9%2-25 2,5 3 70-9.0x2-3 3
Textura do conidio rugoso e rugoso e levemente liso levemente
espiculoso espiculoso rugoso rugoso
- globoso a globoso a
Forma do conidio subgloboso subgloboso globoso globoso globoso
Comprimento/largura—, 5, 5 5 23x23 2328 2.0-25 2.0-25
do conidio (um)
Esclerdcio ausente ausente n.a n.a n.a

Legenda: n.a — ndo disponivel



Descricdo morfologica de Penicillium sp. ISAMSOS5, secéo Citrina, (Figura 11).

Figura 11. A. Penicillium sp. ISAMSO5 ap6s 7 dias em meios de cultura a 25 °C, da esquerda
para direita, primeira fila, todos em verso CYA, MEADbI, DG-18, OA; segunda fila, reverso de
CYA, reverso de MEADI, reverso de YES e verso de CREA. B-D. Conidioforos. E. Conidios.

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

Diametro das colbnias, 7 d (em mm): CYA: 19-20; CYA 30 °C: 21-22; CYA 5 e 37°C:
crescimento ausente; MEADI: 19-22 ; YES: 20-22; DG-18: 24-26; CREA: 15-17; OA: 21-24;
CYAS: 20-21.
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Caracteres das colonias: CYA 25 °C, 7 d: coldnias moderadamente profundas, elevadas no
centro; margens baixas, estreitas (1-2 mm) inteiras; micélio branco; textura velutinosa;
esporulagdo moderada; conidios em massa verde acinzentado a verde amarelado (30C5-
30A7) na margem e verde escuro (27F3) no centro; exsudato claro; pigmento soltvel
amarelo claro, reverso amarelo claro a amarelo acinzentado (1A5-1B3). CYA 30 °C, 7 d:
coldnias moderadamente profundas, elevadas no centro; margens baixas, estreitas (1-2 mm)
inteiras; micélio branco; textura velutinosa com areas flocosa no centro; esporulacdo
moderada; conidios em massa cinza purpura (13C2) e verde profundo (26D8) na margem e
verde acinzentado (27E7) no centro; grandes gotas claras de exsudado; pigmento soluvel
amarelo claro inconspicuo; reverso amarelo opaco (3B3), branco (1A1), cinza pastel (1C1)
e verde escuro (27F3). MEADI 25 °C, 7 d: colbnias planas ; elevantada no centro, margens
baixas, estreitas (1 mm) inteiras; micélio branco; textura flocosa; esporulacdo moderada a
densa; conidios em massa verde escuro (26F4-26F5); exsudato ausente, pigmento soltvel
amarelo acinzentado; reverso amarelo acinzentado a marrom oliva (4C5-4D5). YES 25 °C,
7 d: colonias profundas, aleatoriamente sulcadas, margens baixas, estreitas (1-2 mm),
inteiras; micélio branco; textura aveludada; esporulacdo moderada; conidios em massa verde
amarelado (30B7) na margem e cinza esverdeado (28D2) no centro; exsudato ausente;
pigmento soltvel amarelo acinzentado (1A8); reverso amarelo (4B8). DG-18 25 °C, 7 d:
colénias moderadamente profundas; elevadas no centro, radiais e concentricamente
sulcadas, margens baixas, estreitas (1-2 mm), inteiras; micélio branco; textura aveludada
com areas floculada no centro elevado; esporulacdo moderada, conidios em massa verde
acinzentado a cinza esverdeado (25C5-25B2); exsudato ausente, pigmento soltvel amarelo
claro, reverso amarelo acinzentado (2B5-2C5). CREA 25 °C, 7 d: crescimento fraco, sem
producdo de acido. OA 25 °C, 7 d: coldnias baixas, planas; margens baixas, estreitas (2 mm),
inteiras; micélio branco; textura velutinosa no centro e fasciculada na margem; esporulacao
moderada a densa; conidios em massa verde escuro a verde acinzentado (28F7-28D6) e cinza
purpura (13B2); exsudato abundante claro e amarelo claro, pigmento soltvel verde
amarelado. CYAS 25 °C, 7 d: coldnias moderadamente profundas, as vezes elevadas no
centro, radial e concentricamente sulcadas; margens baixas, estreitas (2 mm), inteiras;
micélio branco; textura aveludada; esporulacdo moderada, conidios em massa cinza
esverdeado a verde (27B6-27A6); exsudato ausente e pigmento solivel inconspicuo amarelo
claro; reverso verde amarelado (30A7).

Micromorfologia AMSO5: esclerécio ausente. Conidioforos predominantemente
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biverticilados, em menor propor¢do monoverticilados as vezes vesiculados 3-5 x 3-5 pm,

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

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

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

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

espiculados 2—-3 x 2-3 pum.

As principais caracteristicas morfologicas que distingue o isolado AMSO5 de

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

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

Espécies

Penicillium AMSO5

P. anatolicum CBS

sp. nov. 479.667
CYA25°C 19-20 18-30
CYA30°C 21-22 23-32
CYA37 °C nao cresceu 0-5
Crescimento radial (diam apds 7 CYA5°C nao cresceu n.a
dias, em mm) YES 20-22 23-30
DG18 24-26 20-30
CYAS 20-22 n.a
OA 21-24 n.a
CREA 15-17 11-18
Acido em CREA ausente fraco ou ausente

Caracteristicas das coldnias Pigmento soltvel em

CYA

amarelo claro

amarelo forte

Forma do conidi6foro

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

Caracteres microscopicos

biverticilado, menor
proporcéo
monoverticilado
lisa
(-19) 30-250 x 1,5~
2
expandida no apice
2-3 (-4)

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

ampuliforme
3-14

6-8(-9) x 2-2,5

rugoso e espiculoso
globoso a subgloboso

2-3x2-3

ausente

biverticilado

lisa
20-200 x2—3

expandida no apice
2-3(-4)

10-20 x 2.0-4.0

n.a

ampuliforme
n.a

6.0-8.0 x 2-3

levemente rugoso
globoso

2.3-2.8

n.a

Legenda: n.a — ndo disponivel



Descricdo morfoldgica de Penicillium sp. ISAMSO2 e AMSO052, secdo Citrina (Figura
12).

-

Figura 12. A. Penicillium sp. ISAMSO2 e ISAMSO52 apo6s 7 dias em meios de cultura a 25
°C, da esquerda para direita, primeira fila, todos em verso CYA, MEADbI, YES, OA; segunda
fila, reverso de CYA, reverso de MEADI, reverso de YES e verso de CREA. B-G. Conididforos.

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

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

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

Micromorfologia AMSO2 e

AMSO52:

esclerdcio

ausente.

Conidioforos

predominantemente biverticilados, 37% monoverticilados e raramente divaricados (7%);

estipes septadas, lisas a finamente rugosa, 30-340 (—475) x 2-2,5 (-3) um; métulas em

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

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

levemente elipsoidais e subglobosos, paredes lisas a finamente rugosas, 2—3 X 2—-3 pum.

As principais caracteristicas morfoldgicas que distingue os isolados AMSO2 e

AMSO52 de Penicillium sumatraense sdo apresentados abaixo na Tabela 9, em negrito.

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

Espécies

Penicillium AMSO2 e

P. sumatraense

AMSO52 sp. CBS 281.367
CYA25°C 21-28 (-34) 33-42
CYA30°C 20-25 (10-) 15-25
CYA37 °C nao cresceu nao cresceu
CYA5°C nao cresceu n.a
Cresglmen'go radial (diam YES 23-31 (26-) 32-42 (~47)
apos 7 dias, em mm)
DG18 16-26 (20-) 25-34
CYAS 24-29 n.a
OA 21-24 n.a
CREA 18-21 15-23
. Acido em CREA ausente ausente
Caracteristicas das
coldnias Pigmento solivel em CYA ausente ausente, raramente

marrom claro

Forma do conidi6foro

Textura da estipe

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

Caracteres microscopicos

Forma do conidio

biverticilado e
monoverticilado

lisa a finamente rugosa

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

2-4

8-21 x 2 — 4 (—4,5)
ausente

ampuliforme
39

6-10 x 2-3

liso a levemente rugoso
globoso, lev. elipsoidal e

biverticilado

lisa a finamente
rugosa

até 200 x 2.0-3.

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

ampuliforme
n.a

8.0-10 x 2-3.5

lisa
subgloboso a

subgloboso elipsoidal
Compnmgn}o/largura do 5 3x%9.3 2025
conidio (um)
Esclerdcio ausente n.a

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

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

o ~ _ e

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

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

Caracteres das colonias: CYA 25 °C, 7 d: colonias moderadamente profundas, elevadas no
centro, radial, concéntrica e aleatoriamente sulcadas; margens baixas, largas (3-7 mm),
inteiras; micélio branco; textura de lanose a flocosa; esporulacao esparsa, conidios em massa
branco (1A1l); exsudato ausente, pigmento sollvel inconspicuo, reverso laranja acinzentado
(5B5). CYA 30 °C, 7 d: colonias moderadamente profundas, ligeiramente elevadas no
centro, radialmente sulcadas; margens baixas, estreitas (1-2,5 mm), inteiras; micélio branco;
textura lanosa a flocosa; esporulacdo esparsa, conidios em massa branco (1A1); pequenas
goticulas de exsudato claro, pigmento solGvel inconspicuo laranja claro, reverso laranja
acinzentado a vermelho pastel (5B4-7A5). MEADI 25 °C, 7 d: col6nias moderadamente
profundas, radialmente sulcadas; margens baixas, estreitas (2 mm), inteiras; micélio branco;
textura de lanose a flocosa; esporulacdo esparsa, conidios em massa cinza claro (1B1);

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

As principais caracteristicas morfolégicas que distingue o isolado AMSO19 de

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

Tabela 10. Comparacédo de Penicillium sp. AMSO19 com a espécie proxima P. globosum

Espécies PenicilliumAMSO19 Penicillium globosum
CYA25°C 31-34 21-22
MEADbI 21-24 n.a
CYA30°C 27-28 27-37
CYA37°C n&o cresceu 3-7
Crescimento radial (diam apés 7 dias, CYA5°C nao cresceu n.a
em mm) YES 26-28 17-19
DG18 14-16 14-15
CYAS 19-20 14-15
OA 34-37 n.a
CREA 24-28 17-20
Acido em CREA forte moderado
Pigmento soltvel em CYA inconspicuo ausente
Exudato em CYA ausente claro
Caracteristicas das coldnias branco, cinza e verde opaco a

acinzentado e cinza
esverdeado

Conidio em massa
tuquesa claro

Grau de esporulacdo em

CYA, MEA ¢ DG-18 esparsa moderada a densa

Legenda: n.a — ndo disponivel.
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Descricao morfoldgica de Penicillium AM5S064, secéo Citrina (Figura 14)

g ar, w I S "';,_l‘ < o) ©°
Figura 14. A. Isolados Penicillium sp. ISAM5SO64Penicillium sp. ap6s 7 dias em meios de
cultura a 25 °C, da esquerda para direita, primeira fila, todos em verso CYA, MEAbI, DG-18,
OA,; segunda fila, reverso de CYA, reverso de MEADI, reverso de YES e verso de CREA. B-1.

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

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



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

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

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

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

As principais caracteristicas morfoldgicas do registro de ocorréncia AM5S064 e do

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

Diferencas encontradas estdo em negrito.

Tabela 11. Comparaacao entre o registro de ocorréncia Penicillium AM5S0O64 e P. shearii CBS

290.48
. Penicillium Penicillium shearii
Especies AMS5S064 CBS 290.48
CYA25°C 25-27 28-40
CYA30°C 25-29 n.a
CYA37 °C 2-7 (0-) 5-19
Crescimento radial (diam apds 7 CYAS™C NA0 Cresceu na
dias, em mm) YES 28-30 25-37
: DG18 29-33 28-37
CYAS 24-28 n.a
OA 17-18 n.a
CREA 13-15 10-20
Acido em CREA ausente ausente
Caracteristicas das coldnias Pigmento soltvel em
ausente ausente
CYA
Forma do conidiéforo biverticilado biverticilado
Textura da estipe lisa lisa
Compnmgnto/largura da (26-) 43424 100-500
estipe (um)
N° de métulas 2-5 2-5(-8)
Comprimento/largura da
métula (um) 8-18 (-21) 10-14x2.0-30
Forma da fialide ampuliforme ampuliforme
N° de fidlides 2-9 n.a
Caracteres microscopicos Compnmgnto/largura da 7,0-9.0 (-10) x 2-3 70-9.0 x 23
fialide (um)
Textura do conidio liso, raramente liso

Forma do conidio

Comprimento/largura do
conidio (um)

levemente rugoso
levemente
elipsoidal,
subgloboso a
globoso

2,0-3,0x2-25

subgloboso e
elipsoidal

2.5-3.0x1.8-25

Legenda: n.a — ndo disponivel



4. Discussao

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

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

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

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

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

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

Recentemente, Penicillium vascosobrinhous, fungo endofitico isolado de
Melocactus zehntneri do bioma Caatinga foi introduzido a série Euglauca por BARBOSA
et al. (2020). Embora a espécie faca parte da série Euglauca, suas sequéncias ndo foram
utilizadas nas andlises filogenéticas neste estudo devido a espécie possuir identidade inferior
a demais espécies de outras séries ap6s BLASTn de CaM e BenA, evidenciando um erro de

incorporacgdo das sequéncias na plataforma NCBI. Além disso, a espécie consta identificada
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como Penicillium citrinum na base de dados.

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

Um grupo de isolados de Penicillium (AMSO6, AMSO7, AMSO10, AMSO34,
AMO9ISO067) ndo pode ser atribuido a qualquer espécie descrita de acordo com as analises de
benA, CaM e RPB2. Os isolados sdo filogeneticamente relacionados, mas distinto das
espécies da série Euglauca e do isolado AMSO5. O isolado AMSO10 é distinto de
Penicillium analoticum nas seguintes caracteristicas: possui colénias menores em CYA a 25
e 30 C, ndo cresce a 37 °C, apresenta conidiéforos bi e monoverticilados, métulas com
menor e maior amplitude de crescimento e conidios rugosos e espiculados. Em relacdo a
Penicillium argentinense, difere na taxa de crescimento em CYA 30 °C apresentando
colbénias menores, e em DG-18 e CREA as colbnias sdo mais amplas em diametro,
microscopicamente difere no tamanho da vesicula da do conidiéforo e na textura do conidio.
Comaparado a Penicillium euglaucum apresenta colénias menores em CYA e ndo cresce a
37 °C , possui conidioforos monoverticilados e com estipes maiores. (Tabela 7). Nas
filogenias de BenA e CaM, o grupo de isolados de Penicillium agrupam em um mesmo clado
com a cepa Penicillium sp. CCDCA11333. Esta cepa esta descrita como Penicillium sulcatus
na tese de SOUZA (2018), porém ndo publicada. A cepa Penicillium sp. CCDCA11333
possui micromorfologia muito semelhante ao grupo de isolados descritos neste estudo
diferindo basicamente na textura dos conidios que sdo lisos em Penicillium sp.
CCDCA11333 e rugosos a espiculado para as cepas AMS0O6, AMSO7, AMS010, AMSO34
e AM9SO67. A cepa Penicillium sp. CCDCA11333 apresenta diametro em CYA 25°C: 24-
26; YES 25°C 47-51; CREA: 17-19 enquanto nossos isolados possuem em CYA 25°C: 19-
23; YES 20-25 e CREA: 14-16. Essas diferencas morfoldgicas podem estar atreladas as
diferentes condicOes de adaptacdo dos isolados visto que a cepa Penicillium sp.
CCDCA11333 foi isolada de solos de canga (afloramentos intemperizados de rochas
ferruginosas) (SOUZA, 2018). Esses dados apontam a plasticidade fisioldgica da nova
espeécie e sua distribuicdo em diferentes ecossistemas.

Morfologicamente os isolados AMS0O6, AMSO7, AMSO10, AMSO34, AM9SO67
ndo apresentam caracteristicas significativamente distinta do isolado AMSO5 e podem
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representar espécies cripticas em Penicillium. AMSO5 apresenta ramos subterminais do
conidioforo menores em comprimento em relacdo ao grupo de isolados. Porém o caracter
comprimento de ramos é filogeneticamente pouco informativo para as espécies de Citrina
(HOUBRAKEN; FRISVAD & SAMSON, 2011).

O isolado AM5S064 representa um registro de ocorréncia para a espécie Penicillium
shearii de acordo com as arvores filogenéticas geradas com BeA, CaM e RPB2 (Figuras 4, 5
e 6). A espécie Penicillium shearii pode ser diagndsticada pela produgdo de abundante
producdo de cleistotécio cinza escuro, apresenta crescimento a 37 °C e prozudem 4scosporos
apos longo periodo de incubacdo (HOUBRAKEN; FRISVAD & SAMSON, 2011).
Penicillium shearii ocorre em ramo Unico e a relagdo com outros membros da se¢éo Citrina
permanece incerta. A espécie sozinha compde a série Sheariorum (HOUBRAKEN et al.,
2020). P. shearii € filogeneticamente relacionado a Penicillium paxilli, mas possui algumas
diferecas pois cresce em CYA 15, 30 e 37 °C, as coldnias sdo maiores em YES. O isolado
AMS5S064 ¢ similar a P. shearii na maioria dos caracteres morfologicos, diferindo apenas
no crescimento em CYA 25 °C: 25-27 mm, enquanto P. shearii possui em CYA 25 °C: 28-
40 mm. Na micromorfologia, o comprimento do conididforo de AM5SO64 varia de (26-)
43-424 pm, ja em P. shearii varia de 100-500 pm. (HOUBRAKEN; FRISVAD &
SAMSON, 2011). A espécie apresenta amplamente distribuida e foi isolada principalmente
em solos da Tanzania, Maléasia, Portugal, Honduras, México, Papua-Nova Guiné, em campos
de mandioca na Colémbia e em mel, pdlem e coméia de abelhas no Brasil (HOUBRAKEN,;
FRISVAD & SAMSON, 2011; BARBOSA et al., 2018; HOUBRAKEN et al., 2020).

De acordo com a filogenia dos genes BenA e CaM, os isolados AM1S059, AMSO37
e 24.1 representam uma nova espécie para a secdo Sclerotiorum. Em ambas as arvores, o
isolado AMSO37 oriundo do cerrado é filogeneticamente mais proximo ao isolado 24.1
oriundo da restinga. A provavel nova espécie portanto esta distribuida e adaptada em dois
ecossistemas que diferem em condicdes climaticas, fatores edaficas, fisicos e quimicos do
solo. Contudo o isolado AM1SO59 na filogenia do gene RPB2 agrupou filogeneticamente
com. a espécie Penicillium austrosinicum. Situacdo similar dentro da se¢do ocorre com a
espécie Penicillium nodositatum que compartilha sequéncias parciais identicas de RPB2
com Penicillium bilaiae e podem representar espécies coespecificas. Em contrapartida,
Alinhamentos oriundos de conjuntos de dados de CaM e BenA contém um alto nimero de indels com
importante sinal filogenético (HOUBRAKEN et al., 2020). Além disso, 0s bancos de dados
disponiveis para p-tubulina e calmodulina s&o muito maiores e abrangem um espectro mais

amplo da diversidade em Sclerotiorum.
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Houbraken & Samson (2011) introduziram a sec¢ao Sclerotiora em Penicillium para
0 'clado 2' formado com base em filogenia multigénica e aceitaram 17 espécies. As colbnias
dos membros da secdo sdo pigmentadas em tons de amarelo e / ou laranja, e reverso em tons
de amarelo, laranja ou vermelho. Esclerddios e cleistotécios quando presentes apresentam
cores brilhantes. Os caracteres morfoldgicos sdo particulamente informativos para a se¢ao
sendo possivel a identificacdo das espécies utilizando apenas a morfologia (VISAGIE et al.,
2013). A secdo é bem suportada filogeneticamente e possui trés grandes clados que
correspondem as series Adametziorum, Herqueorum e Sclerotiorum. Com frequéncia as
caracteristicas microscopicas sdo filogeneticamente precisas, 0s membros da série
Hergueorum possuem conidioforos biverticilados, em contraste com as demais espécies das
séries Sclerotiorum e Adametziorum, que sdo monoverticiladas (HOUBRAKEN et al.,
2020). Os isolados AMS037, 24.1 e AM1S059 pertencem a série Sclerotiorum e assim
como as demais espécies da série produzem conidiéforos monoverticilados, coldnias em
cores laranja, auséncia de pigmento soltvel, exudato vermelho a alaranjado em diferentes
meios, conidios subglobosos a globosos com parede levemente enrugada, além de germinar
a5°C e 37 °C. Os isolados apresentam algumas diferencas com a espécie filogeneticamente
relacionada, Penicillium maximae (VISAGIE et al., 2013), tais como: colénias em menor
didmetro em CYA 25 °C, CYA 30 °C, YES e CYAS e maiores em DG-18; conididforos
estritamente monoverticilados e maiores, além de diferir na textura e forma do conidio
(Tabela 6).

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

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

Penicillium préxima a Penicillium globosum. O isolado AMSO19 difere nas seguintes
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caracterisricas morfologicas: apresentam col6énias maiores em CYA 25 °C, YES, CYAS e
CREA e menor diametro em CYA 30 °C (Tabela 10). P. globosum apresenta crescimento
em CYA a 37 °C, produz acido em CREA moderado, produz exudato e a esporulagdo varia
de moderada a densa (DIAO et al., 2018), enquanto o isolado AMSO19 possui forte
producdo de acido, ndo apresenta exudato e o grau de esporulacdo é esparsa. As
caracteristicas microscopicas ndo foram comparadas pois o isolado AMSO19 nédo produziu
estruturas assexuadas nos meios padrfes CYA e Meabl. Recentemente, a nova espécie
descrita Penicillium sexuale da se¢do Crypta também néo apresenta producédo de estruturas
assexuadas em diversos meios de cultura avaliados, reproduzindo-se apenas sexualmente
apos trés meses (RODRIGUEZ-ANDRADE; STCHIGEL & CANO-LIRA., 2021)

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

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

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

especies fungicas.
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APENDICE 1

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

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