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RESUMO GERAL

A canga constitui substrato com caracteristicas particulares em relacdo a formacdo de solos.
Sdo formacdes originadas a partir de concentracdo de compostos ferruginosos soldando
materiais diversos, como resultado da atuacdo intensa de fatores climaticos sobre o material
geoldgico. Estas crostas superficiais de ferro sao tipicas no estado de Minas Gerais (MG), na
regido denominada Quadrilatero Ferrifero — QF. O solo € considerado um mosaico de micro-
habitats devido a sua heterogeneidade e complexidade, sendo um dos principais ecossistemas
para o desenvolvimento de popula¢es microbianas. Entretanto, em &reas de canga pouco se
conhece da comunidade fungica e seus atributos biotecnoldgicos. Géneros Aspergillus,
Penicillium e Talaromyces sdo comuns no solo, pois este normalmente apresenta abundancia
de compostos organicos necessarios para o seu desenvolvimento. Além disso, sdo eximios
produtores de moléculas bioativas capazes de serem aplicadas em diversas areas como
industrias farmacéuticas e alimenticias e biorremediacdo. Com isso, este estudo teve como
objetivo avaliar a diversidade de fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces
isolados do solo de areas de canga do Quadrilatero Ferrifero utilizando técnicas filogenética e
fenotipica. Foram coletadas 10 amostras de solo em periodo seco e 10 amostras em periodo
chuvoso e em cada uma destas foram realizadas diluicdes seriadas nos meios DG18 e DRBC.
As especies foram identificadas através de caracteristicas morfoldgicas e analises
moleculares. No total foram isolados 2029 fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Talaromyces, o periodo seco apresentou um maior nimero de isolados 1275, enquanto das
amostras do tempo chuvoso foram isolados 754 fungos desses géneros. O numero de isolados
de Aspergillus foi 298 e de Penicillium e Talaromyces foram 1731. Dos 89 morfotipos ndo
identificados pela morfologia, 76 foram submetidos a analises moleculares, utilizando para
inferéncia filogenética as regifes génicas RPB2, calmodulina e beta-tubulina. Um total de 35
espécies foi identificado entre elas estdo: A. niger, A. pseudoustus, A, aculetus, A. flavus, P.
citrinum, P. janthinellum, P bilaiae, P. roquerfort, T. angelucus e T. stolli. Morfotipos que
foram inconclusivos somam sete e 34 espécies permanecem apenas com classificacdo em
géneros, das quais nove sdo possiveis novidades taxandmicas denominadas: A. novalimaensis,
P. sulcatus, P. minimum, P. asperosus, P. flavosus, P. minasgeraensis, T. rosaceus, T
brasiliensis e T. viscosus. Esses dados possibilitardo um maior incentivo para a area de
taxonomia fungica no Estado de Minas Gerais, aumentando 0 nosso conhecimento sobre a
biodiversidade nestas areas.

Palavras-chave: Fungos. Taxonomia. ldentificag&o.



ABSTRACT

The ironstone (canga) is a substrate presenting peculiar characteristics involved in soil
formation. It comes from the concentration of ferruginous compounds that put diverse
materials together as a result of severe actions from climatic factors on geological material.
Such superficially formed iron crusts are typical in the State of Minas Gerais, Brazil,
especially in a region known as lIron Quadrangle. The soil is often characterized as a
microhabitat mosaic due to its heterogeneity and complexity. Thereby, it is believed to be one
of the most important ecosystems regarding the development of microbial populations.
However, in canga areas, very little is known about soil fungal communities and its
biotechnological attributes. Genera Aspergillus, Penicillium and Talaromyces are common
fungi found in soil because they usually have plenty of organic compounds required for their
development itself. Furthermore, these organisms are outstanding producers of bioactive
molecules frequently used in several areas including the pharmaceutical and food industry,
and bioremediation. Hence, the present study aimed to assess the fungal diversity belonging
to genera Aspergillus, Penicillium and Talaromyces isolated from soils composing the canga
areas in the Iron Quadrangle by using phylogenetic and phenotypic techniques. Ten soil
samples were collected in the dry season and other ten samples in the rainy season. Serial
dilutions were made into the DG18 and DRBC culture media. Species identification was
conducted through morphological and molecular analyses. In total, 2029 fungi from
Aspergillus, Penicillium, and Talaromyces were isolated. The dry period presented a larger
number of 1275 isolates, while 754 fungi were isolated in the rainy season. About 298 isolates
were properly identified as Aspergillus whereas 1731 isolates were related to Penicillium and
Talaromyces. Among the unidentified morphotypes, 76 out of 89 were subjected to molecular
analyses by using the RPB2, calmodulin, and beta-tubulin gene regions for phylogenetic
inference. A total of 35 species were identified including the species A. niger, A. pseudoustus,
A. aculetus, A. flavus, P. citrinum, P. janthinellum, P. bilaiae, P. roquerfort, T. angelucus and
T. stolli. Inconclusive morphotypes add up to 7 and 34 species remain only in genus
classification, of which 9 of them are likely taxonomic novelties such as A. novalimaensis, P.
sulcatus, P. minimum, P. asperosus, P. flavosus, P. minasgeraensis, T. rosaceus, T.
brasiliensis and T. viscosus. Taking these data into account will provide a greater incentive
and stimulate further advancements into the fungal taxonomy field in Minas Gerais, surely
enhancing our understanding and knowledge about the biodiversity living in such area.

Keywords: Fungi. Taxonomy. Identification.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As cangas sdo afloramentos formados ha milhGes de anos resultantes do intemperismo
de rochas ferriferas subjacentes, resultando em couracas que podem atingir dezenas de metros
de espessura e se estender por milhares de hectares. As couragas ferruginosas localizam-se
predominantemente no estado de Minas Gerais, principalmente no Quadrilatero Ferrifero. Os
solos de areas de Canga sdo altamente distroficos, ligeiramente &cidos, pedregosos e
apresentam baixa capacidade de troca catidnica (CARMO, 2013; DORR 1969).

O solo abriga uma consideravel parte da diversidade de fungos do planeta, sendo
considerado seu ambiente primario. Entretanto, ndo existe nenhuma estimativa que garanta o
nimero exato de espécies de fungos nesse substrato. Estes sdo importantes componentes da
microbiota do solo, constituindo a maior biomassa quando comparados a outros organismos,
dependendo das condic¢des nutricionais do ecossistema. Estdo envolvidos em processos como
agregacdo do solo, decomposicdao de residuos organicos, mineralizacdo de nutrientes,
estabelecimento de relacdes simbidnticas e controle de pragas e doencas (COLEMAN et al.,
2004., MOREIRA,; SIQUEIRA, 2006).

A presenca de Aspergillus, Penicillium e Talaromyces no solo é comum, ja que as
condicBes sdo Otimas para 0 seu crescimento, principalmente pela abundancia de compostos
organicos neste ecossistema. E devido a essa ampla ocorréncia e a atividade desses géneros no
solo, o isolamento e identificacdo de suas espécies podem contribuir para um melhor
entendimento da estrutura da comunidade do solo e suas fun¢des (GOMEZ et al., 2007,
YILMAZ et al., 2014; SERRANO et al., 2015).

Solos ricos em ferro podem alterar a composi¢cdo microbioldgica, levando a uma
diminuicdo da biodiversidade, entretanto pode também acarretar na selecdo de linhagens
resistentes ao impacto proveniente da exploracdo de minérios, e estas podem apresentar
potencial biotecnoldgico ainda inexplorado (PAUL, 2015).

E instigante avaliar, sobretudo, a biodiversidade de ambientes ricos em ferro e sob
influéncia de mineracdo, visto que este ambiente foi completamente alterado e apresenta
caracteristicas diferentes de solos de cultivo, de florestas ou urbano. Além disso, a presenca
de grande quantidade de minério pode influir adaptacGes a microbiota do solo, tornando-a

especifica e adaptada, possibilitando o reconhecimento de novas espécies.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O solo como habitat de fungos filamentosos

O solo é constituido por uma colecdo de corpos naturais tridimensionais resultantes
dos fatores de formacéo do solo, assim como da matéria organica viva e morta (SANTOS et
al., 2008). O habitat do solo é definido como o conjunto de organismos vivos que habitam o
solo, incluindo plantas, animais e microrganismos e seu bem como seu ambiente abidtico. A
natureza exata desse habitat é determinada por uma complexa interacdo de geologia, do clima
e da vegetacdo, isto €, interacdo entre material mineral e organico com a temperatura, a
pluviosidade, a altitude, a latitude, a exposi¢do ao sol, ao vento, e muitos outros fatores. Isto
faz do solo um habitat extremamente peculiar com relacdo a outros habitats terrestres, tendo
em vista sua natureza heterogénea, complexa e dindmica (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;
PAUL, 2015). Tais caracteristicas permitem que microrganismos com metabolismos dispares
possam conviver lado a lado, interagindo em estado de equilibrio dindmico, muitas vezes com
relacBes de dependéncia essenciais para sua sobrevivéncia, proporcionando assim condi¢6es
ideais para uma biodiversidade extremamente elevada (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Atualmente, sabe-se que o metabolismo e a sobrevivéncia dos microrganismos sao
fortemente influenciados pelo tipo de solo e por diversos fatores ambientais. A estrutura das
comunidades microbianas também esta relacionada a diversos fatores, tais como: tamanho de
particulas, pH, capacidade de intercambio de ions, conteddo de matéria organica,
concentracdo de oxigénio e temperatura (GARBEVA et al., 2004). Em contraste com outros
habitats, ambientes superficiais do solo podem sofrer alteracbes drésticas de suas
caracteristicas e, como consequéncia, a composicdo das comunidades microbianas do solo
flutua bastante (DANIEL, 2006).

A maioria dos processos naturais tem o solo como o centro dinamico, critico e
regulador e, este, ndo s6 abriga uma grande proporcdo da biodiversidade da Terra, mas
também fornece substrato fisico para a maioria das atividades humanas. Embora os solos ja
tenham sido amplamente estudados e classificados quanto as suas caracteristicas fisicas e
quimicas, o conhecimento de sua biodiversidade e funcdo no ecossistema é muito mais
complexo (COLEMAN et al., 2004). A exemplo disso, enquanto milhdes de bactérias e
fungos séo frequentemente encontrados em solo fértil e de superficie, apenas cerca de 0,1%
de taxa microbianos foram cultivados e seu papel entendido em solos mais profundos ou
distantes da rizosfera (BARRIOS, 2007).
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A microbiota do solo possui representantes de todos os grupos (bactérias, fungos,
algas e virus) que desempenham papel fundamental nos processos que afetam fungdes do
ecossistema (AZEVEDO et al., 2010). Estima-se que microrganismos estdo envolvidos em
mais de 80% das reacbes que ocorrem no solo. Desses microrganismos 0s fungos
representam, na maioria dos habitats do solo, grande parte da biomassa microbiana,
desempenhando papel importante como decompositores de substratos complexos e participam
do ciclo natural do carbono, do nitrogénio e do fdsforo, representando até 90% da
produtividade primaria liquida desses elementos na maioria dos ecossistemas terrestres
(BELL etal., 2009; JOERGENSEN; WICHERN, 2008; PAUL, 2015).

O sucesso na colonizacdo e a riqueza de fungos no solo estdo relacionados a sua
habilidade saprofitica e competitiva, ao rapido crescimento micelial, & producédo de esporos, a
producdo de enzimas, assim como a tolerancia a agentes alopaticos, a salinidade, a metais
pesados, a fungicidas naturais e a variacdo de temperatura (AZEVEDO et al., 2010). Muitos
fungos que habitam o solo sdo considerados sapréfitos, ou seja, que decompBem a matéria
organica e contribuem para a ciclagem dos nutrientes. Outros, por sua vez, formam micorrizas
com diversas espécies de plantas (PFENNING; ABREU, 2006).

Os géneros mais comuns de fungos filamentosos encontrados no solo séo
representantes de Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Talaromyces,
Fusarium, Pythium, Verticillium e Alternaria (GAMS, 2007). Esses microrganismos possuem
a capacidade de secretar enzimas no meio ambiente, cuja funcdo é auxiliar na degradacédo de
produtos e compostos. E amplamente verificado na literatura que espécies do género
Aspergillus sdo encontradas com mais frequéncia em solos tropicais, enquanto espécies de
Penicillium sdo mais comumente encontradas em solos de regiGes temperadas, também
chamados solos boreais. Fungos pertencentes aos dois géneros encontrados em solo sdo
empregados em processos biotecnoldgicos, devido a producdo de enzimas, aos antibioticos e a
outros compostos de proveito industrial (PAUL, 2015; SCHUSTER et al., 2002).

Fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium tém sido amplamente
estudados quanto a sua capacidade de solubilizar fosfatos inorganicos insoltveis (CHANG;
YANG, 2009; NARSIAN et al., 2010). Estes microrganismos fosfato solubilizadores podem
transformar a forma insoltvel de fosfatos em forma sollvel por meio de quelagéo, de reagdes

de troca idnica e principalmente de acidificagdo (WANG et al., 2007).
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2.2 O Quadrilatero Ferrifero e o solo de canga

A regido conhecida como Quadrilatero Ferrifero (QF) constitui uma das mais
importantes regides mineradoras do Brasil e situa-se no centro-sul do estado de Minas Gerais
com extensdo territorial de aproximadamente 7200 km? E uma é&rea préxima a capital Belo
Horizonte, formada pelas cidades de Sabard, Rio Piracicaba, Congonhas, Casa Branca, Italina,
Itabira, Nova Lima, Santa Barbara, Mariana, Ouro Preto, entre outras. Compreende quatro
grandes conjuntos de acordo com a sua litoestratigrafia: Embasamento Cristalino, Super
grupo Rio das Velhas, Super grupo Minas, e Grupo Itacolomi. Além disso, situa-se na zona
entre dois hotspots brasileiros: Mata Atlantica e o Cerrado (DORR, 1969; RAMOS, 2016;
ALMEIDA; HASUI, 1984). Nessa regido encontram-se jazidas de ferro (Fe), manganés (Mn),
ouro (Au), bauxita e pedras preciosas, como topazio e esmeralda (ROESER; ROESER, 2010).
Os solos presentes nesta area sdo muito diversificados no que diz respeito a sua classificagéo,
sendo predominante o latossolo vermelho com altos teores de ferro (AZEVEDO et al., 2012).

Durante o ciclo do ouro em meados do século XVII, a regido do Quadrilatero Ferrifero
foi ocupada pelos portugueses, 0 que proporcionou o0 avanco da urbanizacdo pelo estado de
Minas Gerais, entretanto com a decadéncia do ouro nas aluvides, deu-se inicio a exploracao
do minério de ferro (LAMOUNIER et al., 2011).

A origem do toponimo ‘Quadrilatero Ferrifero’ permanece incerta. E provavel que o
nome tenha sido dado pelo gedlogo Luiz F. M. Rego em 1933 devido ao arranjo geométrico
“planimétrica quadrangular” de suas principais macroestruturas e as megajazidas de ferro que
as compde (MACHADO, 2009).

Do ponto de vista geomorfolégico, o Quadrilatero Ferrifero est4 inserido nas terras
altas do centro de Minas, com grande diversidade de relevo e altitudes maximas na casa dos
2000 m. Hospeda as cabeceiras das bacias dos rios das Velhas e Doce, duas dentre as
principais bacias hidrograficas brasileiras, e apresenta grande diversidade de biomas, que
incluem resquicios de mata atlantica, bem como trechos de cerrado. E a sede de diversas areas
de protecdo ambiental e de diversas categorias de unidades de conservacio. Areas protegidas
por lei, dentre as quais, pode-se destacar a area de Protecdo Ambiental das Andorinhas, o
Parque Estadual do Itacolomi, a Floresta do Uaimii, o Parque Estadual do Rola-Moca e a
Estacdo Ecologica do Tripui (QFE-2050, 2009; AZEVEDO et al., 2012).

Diversas fitofisionomias ocorrem no QF tais como a floresta estacional semidecidual,
as matas de galeria, os capdes de altitude, o campo sujo, 0 campo cerrado e 0S campos

rupestres, integrando um mosaico em fungdo da geodiversidade, dos tipos de solos e dos
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gradientes altitudinais e climatolégicos (CARMO, 2010; JACOBI; CARMO, 2008;
VINCENT; MEGURO, 2008).

A extracdo de minério é responsavel por indmeros investimentos no Brasil e
representa um dos setores basicos da economia nacional. Em Minas Gerais, 0 QF
desempenhou papel fundamental no avanco econdmico do estado, tornando-se atualmente
responsavel por aproximadamente 70% da producéo nacional do minério de ferro, provindos
de 50 minas em atividade na regido. Os municipios localizados no QF sdo responsaveis,
ainda, por 26,8% do PIB de Minas Gerais (QFE-2050, 2009). Esta previsto que o setor
brasileiro de producdo de minérios de ferro cresca cerca de 3% ao ano e alcance a producgédo
anual de 281 milhdes de toneladas de minério de ferro afim de que sejam suprimidas as
demandas nacionais e internacionais (DNPM, 2010). Contudo, a degradacdo de extensas areas
devido as atividades mineradoras a céu aberto tem trazido sérios prejuizos econémicos e,
principalmente, graves danos ao ambiente. Esse tipo de atividade, além de alterar as
caracteristicas originais dos solos, leva a perda de grande parte de seus contetidos de matéria
organica e da biodiversidade natural, condi¢bes béasicas para uma atividade biologica
sustentavel (MENDES FILHO, 2004).

O Quadrilatero Ferrifero ¢ considerado de “importancia bioldgica extrema” para a
conservacao da biodiversidade no estado, em razdo da grande diversidade geoldgica e de sua
riquissima variedade bioldgica (AZEVEDO et al., 2012; COSTA, 1998). Além disso, integra
também um conjunto de cerca de 1.560 &reas prioritdrias para a conservacdo da
biodiversidade brasileira e contém 12 Areas-Chave para a Conservacio da Biodiversidade -
ACBs representando 11% do total de ACBs em Minas Gerais. (GIULIETTI et al., 2009;
CARMO, 2010).

Segundo Marent et al. (2011), apesar do numero significativo de unidades de
conservacdo no seu interior, elas tém sido insuficientes para a conservacdo do seu meio
ambiente. Com a crescente demanda por recursos naturais e, a0 mesmo tempo a reducéo cada
vez maior dos habitats naturais surge frequentemente antagonismos entre a exploracdo e a
preservacao.

Nesta regido, encontram-se afloramentos rochosos com uma quantidade grande de
ferro, 0 que torna o ambiente bastante adverso para muitas especies de plantas e
microrganismos. Apesar desta condi¢do, o QF apresenta uma grande diversidade floristica e
de fungos filamentosos, com altos niveis de endemismo (JACOBI; CARMO, 2008; RAMOS
2016). Devido & sua associagdo com um extenso depdsito de minério de ferro e, por ser um

dos ecossistemas menos estudados do Brasil, o QF tem uma biodiversidade local e regional
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seriamente ameacada devido a intensa atividade de mineracdo associada aos afloramentos de
ferro.

O primeiro relato da definicdo de canga foi dado por Eschwege em 1822, que a
descreve como conglomerado de rocha ferruginosa composto por variedades de hematita
cimentadas por limonita (Renger, 2005). Em1964 uma definicdo mais ampla e aceita foi

estabelecida por Dorr:

..uma rocha formada por material detritico derivado de itabiritos e
hematitas, cimentado por limonita. Ela é moderadamente dura, bem
consolidada, levemente permeédvel e muito resistente a erosdao e ao
intemperismo quimico. A canga forma extensos depdsitos em ou préximo de
superficies erosivas atuais ou antigas.

Areas de canga (FIGURA 1) sdo caracterizadas por complexos de solos que formam
afloramentos de rocha, os quais resultam em grandes couragas, ocorrendo na Serra dos
Carajas, (PA), em Caetité (BA), em Morraria de Urucum (MS) e, principalmente, no
Quadrilatero Ferrifero (MG) dentro de uma area de cerca de 100 km? (CARMO, 2013; DORR
1969; VIANA 2016). Estdo associadas aos litotipos ricos em ferro, por isso sdo designadas
como formac6es ferriferas bandadas — FFB, sendo o Brasil um dos locais com maiores
ocorréncias de FFB do planeta (CASTRO, 2008). Estas formacdes ferriferas sdo Unicas
guando se consideram os processos de formacao e as potencialidades minerais (PIACENTINI
etal., 2007).

Figura 1- Mapa geold6gico simplificado do Quadrilatero Ferrifero.
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Legenda: O mapa enfatiza a distribui¢cdo da canga, formando cenéario do planalto que caracteriza a
regido montanhosa do Quadrilatero Ferrifero.
Fonte: Cabral (2012), adaptado de Dorr (1969).
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Canga couracada e canga nodular sdo os dois tipos fisiogréficos basicos. A primeira é
composta por campo sujo e componente lenhoso subarbustivo ao lado de espécies herbaceas
epiliticas de neosolos, ao passo gque a segunda é caracterizada por substratos dissociados e
sem ocorréncia de afloramentos rochosos (RIZZINI, 1979). Nesses afloramentos, algumas
areas podem chegar a mais de 30 metros de espessura formando “ilhas de ferro” localizadas
em cumes e encostas de serras, em altitudes que variam de 900 a 1.900 m (SIMMONS, 1963).

Os solos de canga do Quadrilatero Ferrifero sdo altamente distroficos e ligeiramente
acidos, ambas as caracteristicas sdo consequéncia do avancado grau de intemperismo
responsavel pela intensa lixiviacdo de nutrientes e cargas elétricas (SCHAEFER, 2008). Os
substratos de canga contém pouco fosforo (P), magnésio (Mg) e calcio (Ca), mas muito ferro
(Fe) e manganés (Mn) (VINCENT; MEGURO, 2008; OLIVEIRA et al., 2009).

Os sistemas subterraneos — cavernas ferruginosas — associados as cangas localizadas
no Quadrilatero Ferrifero abrigam uma comunidade de invertebrados com uma extrema
complexidade estrutural, grande diversidade de organismos troglomorficos com varias
ocorréncias de espécies novas para a ciéncia — e elevada diversidade beta. As espécies
troglomérficas representam ampla relevancia em funcdo de sua histéria evolutiva e
distribuicéo restrita (FERREIRA, 2005; SILVA, 2007).

Em levantamentos floristicos, cerca de 500 espécies foram relatadas até agora.
Segundo Jacobi e Carmo (2011), foram identificadas 86 familias, 250 géneros e 458 espécies
de plantas vasculares. Com relacdo aosmicrorganismos, o trabalho feito por Ramos em 2016
registrou que, dos 168 isolados de fungos do QF genotipados por ISSR, 26% foram oriundos
de areas de Canga, dentre os quais 83,9% pertencem aos géneros Penicillium, Trichoderma e
Aspergillus.

2.3 O género Aspergillus

A familia Trichocomaceae, ate 2011, era composta por diversos géneros de fungos,
nos quais se enquadrava o género Aspergillus, todavia em um extenso trabalho feito por
Houbraken e colaboradores, a taxonomia foi reavaliada e essa familia foi subdividida em:
Aspergillaceae (Aspergillus, Penicillium, Hamigera, Leiothecium, Monascus, Penicilliopsis,
Phialomyces, Sclerocleista, Warcupiella e Xeromyces), Trichocomaceae (Rasamsonia,
Sagenomella, Talaromyces, Thermomyces e Trichocoma) e Thermoascaceae
(Byssochlamys/Paecilomyces e Thermoascus) (HOUBRAKEN et al., 2011).

Aspergillus foi descrito pela primeira vez pelo padre italiano e biolélogo Pietro

Antonio Micheli em 1729, e a nomenclatura foi dada em virtudeda semelhanga entre a
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estrutura reprodutiva assexuada (conidiéforo) e o utensilio utilizado em igrejas para orvalhar
agua benta, chamado “Asperges”. Porém, apenas em 1926 que foi publicada a primeira
monografia por Tom e Church. Em 1965, Raper e Fennell dividiram as espécies considerando
suas caracteristicas morfologias, enquanto Gams, em 1985, dividiu o género em secdes
(BENNET, 2010; MICHELLI, 1729; GIBBONS; ROKAS, 2013).

Durante anos, muitos manuais de identificacdo morfoldgica foram langados com o
intuito de delimitar espécies (THOM; RAPER 1945; KLICH; PITT, 1988; KLICH 2002). A
taxonomia de Aspergillus é complexa e sofre mudancas com o tempo. A cada nova tecnologia
de identificacdo, suas espécies vado sendo realocadas e novas espécies sdo igualmente
descobertas. A identificacdo é tradicionalmente baseada na caracterizacdo cultural e
morfolégica (RAPER; FENNEL, 1965, SAMSON; VARGA, 2010), embora os perfis
bioquimico, genético e ecoldgico acrescentem informacgdes taxonémicas importantes na
abordagem polifasica, que abrange conhecimentos menos limitados em todos os aspectos
biolégicos destes organismos (PETERSON, 2008; VISAGIE et al., 2014; SILVA et al.,
2015).

A hifa ereta proveniente da célula pé é denominada conidi6éforo, o qual se dilata para
dar origem a uma forma arredondada ou eliptica, nomeada como vesicula. Na &rea fértil da
vesicula sdo formadas células conidiogénicas, métulas e fialides que produzem cadeias longas
de esporos mitoticos, intitulados conidios. Todo este aparato € denominado aspergilli
(FIGURA 2), que pode ser bisseriado, quando ha métulas e fialides, ou unisseriado, quando
apenas fialides surgem da vesicula (BENNET, 2010). Além do aspergilli, outras estruturas
morfologicas podem auxiliar na identificacdo do género, tais como, cleistotécios, esclerddios
e células de Hiille. O cleistotécio e o esclerddio sdo estruturas capsulares, fechadas e esféricas
gue podem ser abundantes em coldnias de algumas espécies de Aspergillus. O cleistotécio €
caracteristico do estagio sexual reprodutivo e contém ascdsporos meioticos no interior do
asco. A estrutura esclerédio é composta por massas de micélio torneadas e sua funcéo esta

relacionada com a sobrevivéncia em condic¢des adversas (BENNET, 2010).
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Figura 2- Micromorfologia de Aspergillus.
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A féacil dispersdo dos esporos, inclusive a longas distancias, é uma caracteristica
marcante desse género. Este fator ocorre em razdo das estruturas reprodutivas produzirem
quantidades grandes de esporos leves, além de se adaptarem a diferentes ambientes, mesmo
COM poucos recursos como agua, luz e nutrientes. Eles também podem crescer em uma ampla
gama de temperatura (6-55°C) e com uma umidade relativamente baixa. Essa capacidade de
aerolizacdo e disseminacdo no ambiente o prioriza em qualquer nicho ecolégico
(MCCORMICK et al., 2010; KRIJGSHELD et al., 2013).

Na ultima revisdao do género Aspergillus, realizada por Samson e colaboradores (2014)
sugerem que este género apresenta até o momento 4 subgéneros: Aspergillus, Circumdati,
Fumigati e Nidulantes, e 23 se¢des: Aeni, Aspergillus, Bispori, Candidi, Cervini, Circumdati,
Clavati, Cremei, Flavi, Flavipedes, Fumigati, Jani, Nidulantes, Nigri, Ochraceorosei, Raperi,
Restricti, Robusti, Silvati, Sparsi, Terrei, Usti e Versicolores (SKLENAR et al.,, 2017;
HOUBRAKEN et al., 2014; HUBKA et al., 2014; JURJEVIC et al., 2015; DESPOT et ta.,
2017). Aproximadamente um terco das espécies de Aspergillus também possui a forma
sexuada descrita. No entanto, com a mudanca do novo Cddigo Internacional de Nomeclatura
para algas, fungos e plantas, as especies dos géneros como Neosartorya, Emericella,
Eurotium e Petromyces passaram a se enquadrar em um unico género: Aspergillus. Embora
tenha sido bastante estudado, a sistematica desse género ainda apresenta constantes mudancas
devido aos recentes estudos de filogenia molecular e quimiotaxonémicos (SAMSON;
VARGA, 2009; SAMSON et al., 2014).

A identificacdo correta de Aspergillus é fundamental, levando-se em consideragdo o

elevado numero de identificagcGes errbneas, as quais ocorrem muitas vezes por se utilizar
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apenas um método ou falta de experiéncia com o género. Outra explicacdo para a falha nas
identificacOes esta relacionada ao fato de que muitas espécies sdo fenotipicamente idénticas.
Por sua vez, estirpes isoladas de tecido humano ou animais, ou armazenados por longos
periodos de tempos, tendem a ter uma esporulagdo mais restrita, o que pode levar a uma
variagdo na micromorfologia, por exemplo (SAMSON et al., 2014; LATGE, 1999). Os
Aspergillus séo bastante diversos, considerados cosmopolitas e amplamente distribuidos na
natureza (KLICH, 2002). As espécies desse género sdo costumeiramente reconhecidas por
deteriorar alimentos (saproéfitos), produzir micotoxinas e algumas sdo frequentemente
descritas como patdgenos humanos e animais. Inimeras espécies sdo utilizadas na
biotecnologia para a produgdo de uma variedade metabdlitos, tais como antibidticos, &cidos

organicos, medicamentos, enzimas e agentes em fermentacdes (SAMSON et al., 2014).

2.4 O género Penicillium

Assim como Aspergillus, o género Penicillium também se encontra na familia
Aspergillaceae, ordem Eurotiales, classe Eurotiomycetes e filo Ascomycota e é considerado
um dos géneros mais importantes desse filo. Sdo conhecidos por apresentarem impactos
positivos e negativos sobre as atividades humanas (HOUBRAKEN et al., 2011).

O nome Penicillium foi introduzido a primeira vez por Link em 1809 e € derivado de
Penicillus, que significa "pequeno pincel” em latim. Mas foi apenas em 1901 que Dierckx
introduziu os sistemas de subgéneros Aspergilloides, Biverticillium e Eupenicillium. A
monografia “The Penicillia” escrita por Thom (1930) foi uma das mais importantes
contribuicdes para 0 conhecimento desse género. Pitt, em 1979, subdividiu o género em
relacdo aos tipos de ramificacfes de suas estruturas reprodutivas assexuadas (conidioforos) e
coloracdo das colbnias, delimitando assim 4 subgéneros, 12 secdes e 18 subsecdes.

Embora esse género tenha muitas variacdes de cores e tamanhos, as caracteristicas
bésicas sdo de micélio vegetativo abundante, irregularmente ramificado, septado, hialino ou
de cores vivas, formando col6nias de micélios densa e compacta com margens bem definidas.
Conididforos provenientes da superficie indiferenciados, podendo haver hifas aéreas. Estipes
relativamente estreitas e de paredes finas, 2-5 um e em algumas espécies apicalmente
inchadas, hialinas, em algumas espécies marrons. Penicilli composto com um, dois ou
raramente mais vertices de métula e ramos como células de suporte, raramente excedendo 15
pum de comprimento, ampulliforme, raramente cilindrico. Conidio em cadeias nao
ramificadas, unicelulares, comumente entre 2-5 pum de diametro e superior a 6 um. Coldnias

coloridas em tons de verde, esporadicamente branco ou marrom. Clamiddsporos ausentes.
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Ocasionalmente produzem esclerédios, composto de células de paredes grossas e
parenquimatosas. Fase sexuada as vezes produzida, geralmente dura, globosa a subglobosa
amadurecendo do centro para fora e muitas vezes tardiamente, branco, palido, amarelo,
laranja ou marrom e algumas vezes preto ou vermelho. Ascos elipsoidal a globosa, geralmente
de 5-15 um. Ascosporos lenticular de 2-5 pum geralmente com cristas equatoriais

(HOUBRAKEN; SAMSON, 2011; RAPER; THOM, 1949) (FIGURA 3).

Figura 3- Micromorfologia do género Penicillium.
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Fonte: Visagie et al., (2014).

Sdo reconhecidas cerca de 360 espécies, subdivididas em quatro subgéneros
Aspergilloides, Penicillium, Furcatum e Biverticillium. Recentemente os trés primeiros foram
incluidos no género Penicillium e Biverticillium sob Talaromyces e 26 se¢fes Aspergilloides,
Brevicompacta, Canescentia, Charlesii, Chrysogena, Cinnamopurpurea, Citrina, Digitata,
Eladia, Exilicaulis, Fasiculata, Fracta, Gracilenta, Lanata-divaricata Osmophila, Paradoxa,
Penicillium, Ramigena, Ramosa, Robsamsonia, Roquefortorum, Sclerotiora, Stolkia,
Thysanophora, Torulomyces e Turbata (HUBKA et al., 2015; HOUBRAKEN; SAMSON,
2011; HOUBRAKEN et al., 2016; PERRONE, 2017).

A classificacdo desse género ndo é simples, e a realocacdo de espécies € comum. A
utilizacdo, somente das caracteristicas morfoldgicas leva a muitos erros de identificacdo que,
atualmente, so € aceita quando variados procedimentos de analises (morfologica, moleculares
e fisioldgicas) sdo aplicados. Essa confluéncia de técnicas é chamada de taxonomia polifasica
e é imprescindivel no estudo da diversidade de Penicillium e fungos em geral (SAMSON et
al., 2011; VISAGIE et al., 2014).

Os Penicillium ocorrem de forma generalizada em ambientes terrestres e sao

encontrados inclusive em ambientes aquaticos. Desde a descoberta da penicilina espécies de
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Penicillium tém sido avaliadas, com sucesso, quanto a producdo de diversificados tipos de
metabolitos secundarios ativos, incluindo substancias antibacterianas (PETIT et al., 2009;
LIN et al., 2018), larvicidas (DEVARAJAN et al., 2017), antioxidantes (YANG et al., 2017),
antifangicas (NICOLETTI et al., 2007), anti-inflamatérios (HA et al., 2017), pigmentos
(VIGGIANO et al.,, 2017; CELESTINO et al., 2014) e também micotoxinas potentes
(FRISVAD; SAMSON, 2004). Muitas dessas espécies, fontes de novos produtos inovadores e
farmacos, foram isoladas de solo. Alem disso, produzem diversas enzimas de interesse
industrial, e algumas espécies podem ser utilizadas no biocontrole de insetos (PALLU, 2010;
AHMED, 2018).

2.5 O género Talaromyces

O género Talaromyces sempre foi estritamente relacionado ao género Penicillium,
denominado como sua forma teleomorfa. Foi descrito por Benjamin (1955) e caracterizado
por conter cleistotécio macios com as paredes entrelacadas de hifas e tipicamente amarelos,
ascomata com asco ovado e ascosporos globoso com espinhos. Stolk e Samson (1971)
apresentaram o género Hamigera para espécies de Talaromyces que produziam asco unico,
limitando Talaromyces as espécies que produzem ascos em cadeias. Embora Pitt (1980) tenha
considerado Hamigera sindnimo de Talaromyces, Houbraken e Samson (2011) detalharam em
trabalho de filogenia que as espécies de Talaromyces termofilicas mostraram ser distintas de
T. byssochlamydoides, T. eburneus e T. emersonii, e foram classificadas no novo género
Rasamsonia e Thermomyces (HOUBRAKEN et al., 2012, 2014; HOUBRAKEN; SAMSON
2011; STOLK; SAMSON, 1972; BENJAMIN, 1955).

Diversos trabalhos documentaram que o subgénero Biverticillum, pertecente ao género
Penicillium sensu stricto, forma um grupo polifilético (FRISVAD; FILTENBORG et al.,
1990; LOBUGLIO et al., 1993; OGAWA et al., 1997; SEIFERT et al., 2004; WANG,;
ZHUANG, 2007). Houbraken e Samson (2011), usando uma filogenia de quatro genes,
provaram que as especies de Biverticillium e Talaromyces formam um clado monofilético. As
espécies foram entdo recombinadas, Penicillium, subgénero Biverticillium, agora pertencente
ao género Talaromyces (SAMSON et al., 2011). Com as mudancas no Cddigo Internacional
de Nomenclatura para algas, fungos e plantas, as espécies filogeneticamente relacionadas
devem ser tratadas sob 0 mesmo nome independentemente de suas formas sexuadas ou
assexuadas (MCNEILL et al., 2012).

Como base os Talaromyces apresentam colénias em meio de cultura CYA geralmente

com reverso amarelo ou vermelho e /ou pigmentos soltveis, em CYAS nenhum crescimento
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ou crescimento muito restrito, as vezes produzem sinemata. Conidiéforos com elementos lisos
ou de paredes asperas, simetricamente biverticilado, com menor propor¢do de ramos
subterminais (em algumas espécies com um Unico ramo lateral subterminal que depois repete
0 padrdo de ramificacdo do eixo principal), algumas espécies monoverticiladas ou com
polialideos solitarios. Estipes geralmente hialina, terminando em uma métula espiral de 3-10.
Células conidiogénicas fialidicas, comprimento aproximadamente igual da métula,
tipicamente acerose. Conidio asseptado, em cadeias basipetas, comumente elipsoidal a
fusiforme, raramente globoso a subglobose ou ovoidal (FIGURA 4). Ascomata cleistotecial,
quando produzido, normalmente com parede macia, com exterior recoberto por hifas, muitas
vezes amarela, ocasionalmente branco, creme, rosado, laranja, avermelhado ou verde. Asco
produzido em cadeias, contendo oito ascosporos, raras vezes dois. Ascosporos unicelulares,
elipsoidais a globosos, dificilmente macios, muitas vezes com espinhos, hialino a amarelo,
eventualmente vermelho. Os anamorfos sdo muito semelhantes aos Penicillium e muitas vezes

é dificil diferencia-los morfologicamente (YILMA et al., 2014).

Figura 4 — Micromorfologia de Talaromyces.

Fonte: Stolk e Samsom (1972), adaptado.

Com base em analise filogenética multigenes ITS, BenA e RPB2, foi proposta uma
nova classificacdo para o género, colocando as 88 espécies aceitas em sete secdes,
denominadas como: Bacillispori, Helici, Islandici, Purpurei, Subinflati, Talaromyces e
Trachyspermi. Para identificacdo molecular, o gene BenA é sugerido como um marcador
molecular secundéario ao barcode ITS (YILMAZ et al., 2014).


http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Penicillium.html
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Embora raras, algumas espécies de Talaromyces sdo importantes patogénicos
oportunistas, causando principalmente doengas pulmonares. Talaromyces marneffei é a mais
conhecida, podendo causar uma micose fatal, especialmente em individuos
imunocomprometidos por HIV (USTIANOWSKI et al., 2008; MOHSIN et al., 2017;
ZHANG et al., 2017). Talaromyces marneffei é a Unica espécie conhecida dimorfica no
género, produzindo crescimento filamentoso em 25° C e uma fase leveduriforme a 37 °C
(ANDRIANOPOULOS, 2002). Talaromyces purpurogenus e Talaromyces amestolkiae
também ja foram relatados como causadores de doencas pulmonares (ATALAY et al., 2016;
VILLANUEVA-LOZANO, 2017).

Entretanto, outras espécies sdo capazes de produzir substancias benéficas através de
metabolitos secundarios como antinflamatorios, acidos, ergosterdis, oléos, antibidloticos,
pigmentos, entre outros (CHEN et al., 2018; ZHANG et al., 2017; REN et al., 2017; DE
GOES et al., 2017; NOINART et al., 2017; FRISVAD et al., 2013).

2.6 Taxonomia de Aspergillus, Penicillium e Talaromyces

A taxonomia tem como objetivo descrever, identificar e classificar os seres vivos,
informando se um organismo pertence ou ndo ao grupo predefinido na classificacdo (MOORE
et al., 2010). A identificacdo de fungos foi primeiramente baseada em caracteristicas micro e
macromorfoldgicas, entretanto esse método esbarra, muitas vezes, em aspectos como pouca
variacdo morfologica entre espécies ou 0 que se conhece como espécies cripticas. Essas
ultimas se referem a um grupo que satisfaz a definicdo bioldgica, isto €, sdo isoladas
reprodutivamente entre si, mas sdo morfologicamente idénticas (BICKFORD et al., 2007).

As técnicas morfoldgicas de identificacdo sdo importantes, porém associadas a outras
técnicas para sua validacdo. Colwell em 1970 sugeriu a ideia de um consoércio de multiplas
técnicas como a melhor forma de se chegar ao resultado mais preciso de identificacéo,
conhecido atualmente como taxonomia polifasica. Essa técnica envolve analises fenotipicas,
genéticas, fisioldgicas, quimicas e dados ecoldgicos (RODRIGUES et al., 2011; SAMSON;
VARGA, 2009).

A taxonomia dos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces vem sendo
reavaliada utilizando a taxonomia polifasica, e os dados moleculares sdo baseados em
sequenciamento multilocus de genes conservados como B-tubulina, calmodulina e RPB2
(VISAGIE et al., 2016; HOUBRAKEN et al., 2014; YILMAZ et al., 2014). A regido ITS do
rDNA é considerada barcode para fungos, e bastante efetiva na separacdo de géneros, todavia

a maioria das espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces apresentaram
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pouca ou nenhuma variagdo em suas sequéncias e a separa¢do intra-especifica apenas pelo
barcode ndo é possivel (HOUBRAKEN et al., 2011; VISAGIE et al., 2014.

Analises bioquimicas como, por exemplo, a producdo de metabdlitos secundarios, sdo
importantes ferramentas na identificacdo de fungos, pois sdo, muitas vezes, capazes de gerar
perfis metabolitos Unicos para cada espécie. Estudos quimiotaxonomicos de Talaromyces
(FRISVAD et al., 1990) e de Penicillium (FRISVAD; FILTENBORG, 1990; NIELSEN et al.,
2006) mostraram que parte destes pode ser classificada com base em metabdlitos secundarios
em combinacdo com morfologia e fisiologia. Da mesma forma, espécies de Aspergillus
possuem perfis altamente especificos de metabdlitos e apontam para a mesma espécie de
morfologia, fisiologia e dados de sequéncia de DNA (FRISVAD et al., 2008). Entretanto,
isolados de Aspergillus da secdes Flavi, Nigri e Circumdati, por exemplo, produzem um
grande numero de metabdlitos secundarios idénticos (FRISVAD; SAMSON, 2000;
FRISVAD et al., 2004), portanto essa técnica deve ser usado com cautela. Quando usada
isoladamente permite identificacdo inequivoca em nivel de espécies. A melhor maneira de
usar extrolites como auxiliares de identificacdo é extrai-los e separa-los por HPLC e, em
seguida, identificar parcial ou totalmente a quantidade de metabdlitos secundarios possivel,
geralmente usando tecnologia baseada em espectroscopia de massa (FRISVAD et al., 2008).

Outra técnica auxiliar é a impressdo digital de espectrometria de massa por tempo de
voo com dessorcao/ionizacdo assistida por matriz (MALDI-TOF MS). Foi aplicado com
sucesso a identificacdo de bactérias (SIEGRIST et al., 2007; ANGELETTI et al., 2017) e
espécies de leveduras (AMIRI-ELIASI; FENSELAU, 2001; KOLECKA et al., 2013). Foi
encontrado apenas um numero limitado de estudos focados em Aspergillus, Penicillium e
Talaromyces (WELHAM et al., 2000; HETTICK et al., 2011; CHALUPOVA et al., 2014;
NORMAND et al., 2017) e Aspergillus (LUETHY et al., 2018; DE CAROLIS et al., 2011;
VERWER et al., 2013). Embora esses estudos relatem que MALDI-TOF MS distinguem
entre espécies, observa-se um grande grau de variagdo dentro de uma espécie, mesmo entre
duplicatas da mesma cepa (SHAFER et al., 2017). Isso significa que os dados de um alto
namero de tensdes terdo de ser incluidos no banco de dados para tornar possiveis
identificacGes robustas. Dificuldades com identificacdes também séo relatadas em Aspergillus
e nem todas as cepas podem ser identificadas com 100% de preciséo (IRIART et al., 2012;
VERWER et al., 2013). Assim, podemos concluir que, embora essa técnica seja promissora,
continua sendo necessario muito trabalho para tornar possiveis identifica¢cbes de rotina
(YILMAZ et al., 2014).
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RESUMO

Os fungos representam um componente essencial da biodiversidade, ndo s6 pelo grande
numero de espécies, mas também pelo seu significado ecoldgico, evolutivo e socioeconémico.
O isolamento de Aspergillus, Penicillium e Talaromyces do solo é comum, j& que as
condicdes sdo favoraveis para o seu crescimento, principalmente pela abundancia de
compostos organicos neste micro-ecossistema. Canga € um termo utilizado para designar
depdsitos hematiticos superficiais e estas areas apresentam caracteristicas quimicas e fisicas
de solo peculiares, havendo assim, a necessidade de melhor entendimento da estrutura das
comunidades fungicas nesse ambiente. Com isso, este estudo teve como objetivo fazer um
levantamento da diversidade de fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces
isolados do solo de areas de Canga do Quadrilatero Ferrifero. Foram coletadas 10 amostras de
solo em periodo seco e 10 em periodo chuvoso e em cada uma destas foram realizadas
diluicbes seriadas nos meios DG18 e DRBC. As espécies dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Talaromyces foram identificadas através de caracteristicas morfologicas e
moleculares No total foram isolados 2029 fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Talaromyces, o periodo seco apresentou um maior nimero de isolados 1275, enquanto das
amostras do tempo chuvoso foram isolados 754 fungos desses géneros. O numero de isolados
de Aspergillus foi 298 e de Penicillium e Talaromyces foram 1731. Dos 89 morfotipos ndo
identificados pela morfologia, 76 foram submetidos a analises moleculares, utilizando para
inferéncia filogenética as regifes génicas RPB2, calmodulina e beta-tubulina. Um total de 35
espécies foram identificadas em 20 secGes diferentes. A. niger, A. pseudoustus, A. flavus, P
bilaiae, P. lemhiflumine, P. roquerfort, P. virgatum, T. angelicus e T. stolli estdo entre as
espécies identificadas. Morfotipos que foram inconclusivos somam sete e 34 espécies
permanecem apenas com classificacdo em géneros, das quais nove sao possiveis novidades
taxandmicas. Estudos de diversidade nessas areas sdo necessarios e de grande importancia
cientifica, principalmente com o propoésito de contribuir para o conhecimento da diversidade
de fungos de regides pouco conhecidas.

Palavras-chave: Taxonomia. Morfologia. Filogenia.
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1 INTRODUCAO

O reino fungi € um dos mais diversos grupos de organismos na Terra, sendo
considerado agente integrante do ecossistema dos solos que governam o ciclo do carbono,
nutricdo vegetal e varias patologias. Sdo amplamente distribuidos em todos 0s ecossistemas,
mas a distribuicdo de espécies e grupos funcionais ainda é mal documentada (TEDERSOO et
al, 2014). Os fungos compreendem cerca de 100.000 espécies, todavia a extensdo real da
diversidade fungica global é estimada entre 0,8 milhdo e 5,1 milhGes de espécies
(BLACKWELL, 2011).

Solos de regido de canga, apesar de ter poucos estudos relacionados a diversidade
fangica, demonstram uma biodiversidade peculiar e endémica, isso € o resultado de um
conglomerado de microhébitats distintos e dispersos ao longo das montanhas couracadas
(SKIRYCZ, 2014).

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez por Michele em 1729, Haller
(1768) validou o género e Fries (1832) certificou 0 nome genérico. O género atualmente
apresenta 23 se¢des (HOUBRAKEN et al., 2014; HUBKA et al., 2014; JURJEVIC et al.,
2015) e, segundo Samson et al. (2014), cerca de 339 espécies sdo aceitas, sendo que grande
parte das descricBes foram feitas na Gltima década. As espécies desse género ocorrem em todo
o mundo em uma ampla gama de habitats, incluindo desertos, areas agricolas, ambientes
polares e aquéaticos, manguezais, plantas, animais, ar, madeiras, pedras e humanos (ABDEL-
AZEE et al., 2016).

Penicillium recebeu esse nome por apresentar conidiéforos com forma semelhante a
pincel, em latim “Penicillus”, e foi descrito por Link em 1809. S&o reconhecidas cerca de 360
espécies, subdivididas em 28 se¢bes (HUBKA et al, 2015; HOUBRAKEN; SAMSON, 2011,
HOUBRAKEN et al, 2016; PERRONE, 2017). Penicillium ocorre de forma generalizada em
ambientes terrestres e € encontrado inclusive em ambientes aquaticos. Este género
compreende mais de 350 espécies descritas e muitas sdo habitantes comuns do solo, bem
como produtos agricolas, industrializados e alimentos em deterioracdo (FRISVAD;
SAMSON, 2004; PITT, HOCKING, 2009; VISAGIE et al., 2014).

O género Talaromyces foi descrito por Benjamin (1955) para acomodar espécies de
Penicillium teleomorficas com ascomata macio, que geralmente sdo brancas ou amareladas e
cercadas por multiplas camadas de hifas entrelacadas. E um membro da ordem Eurotiales
dentro da familia Trichocomaceae (BENJAMIM, 1955; HOUBRAKEN; SAMSON, 2011).
Esse género foi isolado de diversos substratos e ambientes como solo, ar, plantas, matéria em
decomposicéo, tecidos humanos e animais (VISAGIE et al., 2015; LUO et al., 2016;
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ROMERO et al., 2016; YILMAZ et al., 2016; GUEVARA- SUAREZ., et al 2017).
Houbraken e Samson (2011), usando filogenia de quatro genes, demonstraram que as espécies
de Biverticillium e Talaromyces formam um clado monofilético. As espécies foram entdo
recombinadas, Penicillium do subgénero Biverticillium agora pertence ao género Talaromyces
(SAMSON et al., 2011). Com as mudangas no Cddigo Internacional de Nomenclatura para
algas, fungos e plantas, as especies filogeneticamente relacionadas devem ser tratadas sob o
mesmo nome independentemente de suas formas sexuadas ou assexuadas (MCNEILL et al.,
2012). Atraves de estudos da taxonomia de Talaromyces usando uma abordagem polifasica,
sete segdes foram definidas dentro do género Talaromyces: Bacillispori, Helici, Islandici,
Purpurei, Subinflati, Talaromyces e Trachyspermi.

Nesse contexto, o estudo de Aspergillus, Penicillium e Talaromyces de areas de canga
€ necessario e de grande importancia cientifica, principalmente com o propdsito de contribuir

para o conhecimento da diversidade de fungos dessas regides pouco estudadas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacao das areas de coleta

A éarea de coleta estd localizada nos municipios Nova Lima - MG, no Centro de
Tecnologia de Ferrosos - Migueldo, pertencentes a Vale S/A, situando-se em uma grande
regido rica em minérios denominada Quadrilatero Ferrifero.

O clima na area é predominantemente quente. H4 muito mais pluviosidade no verao
que no inverno. A classificacdo do clima é Cwa e, apresenta temperatura média anual de 21°C

e pluviosidade média anual de 1390 mm.

2.2 Desenho amostral e coleta

A coleta foi realizada no periodo de 10 a 15 de agosto de 2015 (periodo seco) e de 11
a 15 de janeiro de 2016 (periodo chuvoso). Foram coletadas 20 amostras compostas (10 em
cada periodo), em dois transectos (FIGURA 1). Os locais de coleta foram georreferenciados
utilizando aparelhos de GPS da marca Garmin, modelo Etrex e modelo 62sc para marcar 0s
pontos (TABELA 1).

Figura 1- Esquema de amostragem do solo.
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Tabela 1- Coordenadas Geogréaficas dos pontos amostrais.

Coordenadas

Ponto Seco Ponto Chuvoso

CR1 60°89'66"; 77°75'499" CR11 60°89'63"; 77°75'501"
CR2 60°90'21"; 77°75'546" CR12 60°90'20"; 77°75'543"
CR3 60°90'69"; 77°75'597" CR13 60°90'69"; 77°75'594"
CR4 60°91'20"; 77°75'644" CR14 60°91'20"; 77°75'642"
CRS 60°91'80"; 77°75'695" CR 15 60°91'82"; 77°75'690"
CR6 60°92'43"; 77°75'722" CR 16 60°92'42"; 77°75'722"
CR7 60°91'91"; 77°75'766" CR17 60°91'96"; 77°75'770"
CR8 60°91'40"; 77°75'722" CR 18 60°91'41"; 77°75'718"
CR9 60°90'82"; 77°75'682" CR 19 60°90'84"; 77°75'684"

CR 10 60°90'26"; 77°75'638" CR 20 60°90'28"; 77°75'643"

Cada subamostra foi extraida com o auxilio de um trado, na profundidade de 0 a 20
cm, e para o isolamento de fungos retirados utilizado 30 g de solo coletado em cada amostra
dessas regifes. As amostras compostas de solo foram homogeneizadas, armazenadas em sacos
plasticos e colocadas em isopor para transporte até o Laboratorio de Micologia e Micotoxinas
de Alimentos (DCA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde ficaram armazenadas
em freezer - 20°C até inicio do processamento. Parte de cada amostra foi enviada para 0s
Laboratdrios de Analises de Fertilidade do solo do DCS/UFLA para caracteriza¢fes quimica e

fisica.

2.3 Isolamento dos fungos

Para o isolamento dos fungos presentes nas amostras foi utilizada a técnica de diluicdo
seriada (10 a 10™), na qual foram pesadas 10,0 g do solo coletado, sendo adicionado a este
90,0 mL de solucdo salina (0,85 %) esterilizada. Cada amostra foi homogeneizada em
agitador a 120 rpm, por periodo de 30 minutos. Foi realizado um pré-teste com diversos
meios para isolamento, sendo os meios DG18 e DRBC considerados os mais favoraveis a
riqueza de espécies de Aspergillus spp., Penicillium spp. e Talaromyces spp.. Desta forma,
estes meios foram selecionados para o presente estudo:

¢[1DG18: 1,0 mL de Dicloran; 5,0 de Peptona Bacterioldgica; 1,0 g de KH2PO4; 0,5
g de MgSO4.7H20; 220 g de Glicerol; 15,0 g de Agar; 1 mg de cloranfenicol; 1000 mL de
Aguadestilada.

¢[IDRBC: 10,0 g de Glicose; 5,0 de Peptona Bacterioldgica; 1,0 g de KH2PO4; 0,5 ¢
de MgSO4.7H20; 0,5 mL de solucdo 5% de Rosa Bengala; 1,0 mL de Dicloran; 1000 mL de
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Agua Destilada; 15,0 g de Agar; 1 mg de cloranfenicol. As placas foram incubadas a 25 °C,

por um periodo de cinco dias.

2.3.1 Contagem de UFCs e avaliacdo dos meios DG18 e DRBC

Apos o estabelecimento das colonias, foi realizada a contagem de unidades formadoras
de coldnias (UFCs) conforme Pitt e Hocking (1997), afim de estimar o nimero de fungos/g de
solo das amostras e areas avaliadas. Também foi efetuada a contagem seletiva dos isolados
pertencentes aos dois géneros avaliados exclusivamente. Os meios de cultura utilizados,
DG18 e DRBC, foram comparados entre si quanto a efetividade no isolamento de Aspergillus,

Penicillium e Talaromyces.

2.4 Purificacdo e identificacdo de fungos filamentosos

As colonias com macromorfologia similar as de Aspergillus, Penicillium e
Talaromyces foram purificadas em meio de cultivo Extract Malt Agar (20,0 g de Extrato de
Malte; 15,0 g de Agar e 1000 mL de Agua Destilada) e, posteriormente inoculadas em meios
de cultivo e temperaturas padronizados, de acordo com manuais de identificacdo Klich

(2002b) para o género Aspergillus, e Pitt (2000) para o género Penicillium.

2.4.1 Identificacdo fenotipica das espécies

Os isolados pertencentes ao género Aspergillus, Penicillium e Talaromyces foram
inoculados em meios de cultivo padronizados, conforme mencionado na literatura, CYA a
25°C e 37°C, MEA a 25°C, CREA (3,0 g de Creatina; 30 g de Sacarose; 0,5 g de HCI; 0,5 g de
MgS04; 0,5 g de K2HPO4.3H; 0,01 g de FeSO4.7H; 15,0 g de Agar e 1000 mL de Agua
Destilada) e YES (20 g de Extrato de Levedura; 150 g de sacarose; 15,0 g de Agar e 1000 mL
de Agua Destilada) a 25°C. Ap6s a inoculacdo, estes foram incubados em BOD por sete dias.
Para a caracterizacdo microscopica foram confeccionadas laminas a partir de coldnias puras
do meio de cultivo MEA, em que foram avaliados: ramificacdo, comprimento, largura e
textura dos conidioforos, comprimento e textura das métulas e fidlides, diametro, forma e
textura dos conidios. Para caracteristicas macroscépicas avaliou-se: diametro da col6nia, cor,
micélio, presenca ou auséncia de exsudato, cor do reverso, presenca ou auséncia de
pigmentacdo soluvel e cleistotécio/esclerodios. Os manuais utilizados foras de Pitt (2000),
Klich (2000), Pitt e Hocking (1997), Houbraken et al (2014) e outros artigos recentes.
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2.5 Caracterizagdo dos morfotipos néo identificados

Os morfotipos néo identificados foram caracterizados quanto ao seu crescimento em
cinco cultivos diferentes: CYA 25°C, 30°C e 37°C; MEA 25°C; YES e CREA 25°C, e as
caracteristicas microscopicas também foram avaliadas, segundo Houbraken e Samson (2011)
modificado. Fotografias macro e microscépicas foram utilizadas para auxiliar na separacéo

dos morfotipos para posterior identificacéo filogenética.

2.6 Extracdo de DNA, PCR, sequenciamento e analises filogenéticas

Setenta e seis morfotipos ndo identificados por morfologia classica foram colocados
em Agar de Batata-dextrose e a biomassa foi colhida em tubo de centrifuga de 1,5 mL. O
DNA total da cepa foi extraido utilizando o método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1991). Os
genes B-tubulina (BenA) e calmodulina (CaM) (VISAGIE et al., 2014) foram amplificados
usando um GoTaq Colorless Master Mix (Promega) em T100 Thermal Cycler (Bio-Rad). As
condigdes de ciclo foram: 94°C durante 2 min, 40 ciclos de 94°C por 30 s, 54°C por 30 s e
72°C por 40 s, e uma extensdo final a 72°C por 4 min, gerando fragmentos de
aproximadamente 500 pb. A amplificacdo do gene RPB2 foi iniciada por um periodo de 5 min
a 95°C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 2 minutos a 50°C com um aumento de 0,2°C
por segundo para 72°C, 2 minutos a 72°C e uma extenséo final de 10 minutos a 72°C. A partir
da amplificagdo foram gerados produtos de aproximadamente 1000 pb. As regies gene foram
sequenciadas em um sequenciador 3500 XL (Applied Biosystems) na empresa MACROGEN
— Coreéia do Sul.

As sequéncias bidirecionais de DNA para cada regido foram montadas pelo software
SegAssem (HEPPERLE, 2004), sendocomparadas com as depositadas em BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997), e as sequéncias tipo adicionais de isolados de outras espécies de
Aspergillus, Penicillium e Tamlaromyces foram obtidas de GenBank, NCBI (TABELA 1). As
sequéncias foram alinhadas usando ClustalW implementado no MEGA5.1 (TAMURA et al.,
2011). Os alinhamentos foram depositados em TreeBASE. As andlises de maximas
parcimdnia (MP) foram realizadas usando MEGADb.1 para cada uma das trés regides de genes
e para os conjuntos de dados combinados. A estabilidade do clado foi avaliada com 1.000
replicacbes de bootstrap. A analise de ML foi realizada sob o modelo de reversdo de
nucleotideos, com heterogeneidade de taxa de gama e uma propor¢do de sitios invariantes
(GTR + G + 1). As sequéncias de Aspergillus pseudoustus (IBT 28161), Aspergillus ustus
(CBS 26167), Talaromyces aculeatus (CBS 28948) e Talaromyces palmae (CBS 44288)
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foram selecionadas como outgroup. As sequéncias de DNA geradas neste estudo foram
depositadas em GenBank.

3 RESULTADOS

3.1 Avaliacéo da eficiéncia dos meios DRBC e DG18 no isolamento de Aspergillus,
Penicillium e Talaromyces e unidades formadoras de colénias de fungos totais

Com relacdo ao desempenho dos meios de cultura para o isolamento, notou-se que o
meio DG18 foi ideal para o isolamento de Penicillium e Talaromyces, proporcionando o
crescimento de 71% destes. Ja 0 meio DRBC foi mais propicio ao estabelecimento de
Aspergillus, obtendo 83% dos isolados desse género (FIGURA 2).

Figura 2 - Diluicdo Seriada em DRBC (esquerda) e DG18 (direita).

A avaliacdo de fungos totais nas amostras foi feita por contagem em placas de
Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs), e as amostras do tempo chuvoso apresentaram
uma quantidade de UFCs maior se comparadas as do tempo seco em ambos meios usados
para isolamento (TABELA 2).
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Tabela 2- Estimativa da populagéo fungica das amostras de solo de Canga.

SECO CHUVOSO
Amostra DRBC DG18 Amostra DRBC DG18
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
CR1 1,26 . 10" 0,9.10* CR 11 1,23. 10" 1,3.10°
CR2 1,01.10° 0,63. 10° CR12 1,02.10° 1,08.10*
CR3 1,1.10* 1,21.10° CR 13 0,99. 10° 1,09. 10°
CR4 0,92.10* 1,27.10° CR 14 1,21. 10° 1,15. 10°
CR5 1,3.10° 1,49.10° CR 15 1,15. 10° 1,17.10°
CR6 1,5.10° 0,96. 10° CR 16 1,4.10° 1,7.10°
CR7 1,02. 10° 1,1.10° CR 17 0,97. 10° 0,7.10*
CR8 0,79.10* 0,6.10" CR 18 0,75. 10" 0,72.10°
CR9 1,69. 10° 1,25.10° CR 19 1,1.10° 1,05. 10°
CR 10 1,1.10* 0,75. 10° CR 20 1,11. 10° 1,3.10°
Médias 1,05. 10° 1,01. 10° Médias 1,09. 10° 1,12. 10°

3.2 Quantificacéo dos isolados dos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces

Foram isolados, de 20 amostras, um total de 2029 fungos dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Talaromyces, apresentando o tempo seco um maior nimero de isolados 1275,
enquanto das amostras do tempo chuvoso foram isolados 754 fungos desses géneros. Desse
total, 298 de Aspergillus e 1731 de Penicillium e Talaromyces. As caracteristicas
morfolégicas desses dois Gltimos géneros sdo muito similares, por essa razdo eles foram
agrupados. Dos isolados de Aspergillus 21,8 % foram possiveis de chegar em espécies
utilizando identificacdo morfologica, e 78,2 % foram armazenados para posterior analise de
identificacdo molecular. As porcentagens para o género Penicillium e Talaromyces chegaram
17,37% de espécies identificadas e 82,63% de ndo identificadas, as quais também passaram
por analises genéticas.

As espécies ndo identificadas serdo chamadas, nesse trabalho, de morfotipos. Os
géneros Penicillium e Talaromyces apresentaram 85 morfotipos e 10 espécies identificadas, e
0 género Aspergillus apresentou 4 morfotipos e 7 espécies foram identificadas.

3.3 Espécies identificadas de Penicillium e Talaromyces e seus principais marcadores
morfologicos

As espécies P. funiculosum, P. minioluteum, P. purpurogenum e P. variabile sdo agora
denominadas T. funiculosus, T. minioluteus, T. purpurogenus e T. variabilis, respectivamente,
e estdo incluidas nas se¢bes Talaromyces (T. funiculosus e T. purpurogenus), Trachyspermi

(T. minioluteus) e Islandici (T. variabilis).
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As espécies P. janthinellum, P. oxalicum e P. simplicissimum sdo bastante similares
em placa e apresentaram elevado crescimento em CYA e MEA a 25°C, crescendo também a
37°C. Alguns de seus caracteres microscopicos foram diferenciados, possibilitando a
identificacdo segundo Pitt (2000a). P. janthinellum apresentou penicilli muito irregular com
fidlides saindo diretamente da estipe. Apesar de possuir colénias semelhantes as de P.
glabrum, as de P. decumbens foram menores (CYA de 20 a 30 mm e MEA de 25 a 40 mm),
crescendo a 37°C, bem como P. citrinum. Além disso, apresentou alta producdo de exudato,
pigmentacdo soltvel verde ou amarelo citrino e crescimento em MEA bastante inferior ao
CYA. As espécies P. brevicompactum, P. chrysogenum sdo predominantemente
terverticiladas, mas também podem apresentar alguns penicilli bi ou poliverticilados (PITT,
2000a). Isolados de P. brevicompactum apresentam col6nias medianas no MEA (12 a 20
mm); tipicamente produzem pigmentacdo sollivel amarronzada no CYA e penicilli mais
arranjado e organizado. Os isolados de P. glabrum apresentaram as seguintes caracteristicas:
colénia em CYA de 40 a 50 mm, verde escura com micélio branco bastante desenvolvido e
reverso de coloracdo palha; crescimento em MEA de 40 a 50 mm, coldnia baixa, aveludada e
similar a do CYA,; ndo cresceu a 37°C. Por sua vez, P. fellutanum em CYA cresceu 17 a 22
mm, radialmente sulcado, de coloracdo cinza palido e verde escuro. Em MEA cresceu
aproximadamente 16 mm, baixo e plano. Microscopicamente foi distinguivel, pois apresentou
apenas duas métulas vesiculadas e conidios elipsoidais, finamente rugosos ou rugosos,
medindo 2,5 a 3 um. P. roquefort apresentou em CYA 25°C coldnias maiores de 50 mm de
diametro, verdes escuras e conididforos biverticilados; CREA com crescimento e producdo de
acido. P. biliae é monoverticilado, com reverso amarelo a alaranjado em CYA e MEA,
producdo positiva em CREA,; crescimento a 37°C de 5 a 8 mm. P. chrysogenum apresentou
em CYA colbnia de 30 a 35 mm de diametro, verde acinzentada, baixa, com presenca de
exudato de coloracdo caramelo a marrom e reverso amarronzado; em MEA col6nia de 20 a 25
mm de didmetro, baixa, plana e verde escura com reverso palha; ndo cresceu a 37 °C.
Microscopicamente notou-se penicilli com um ou dois ramos e conidios elipsoidais, lisos, de
2,5 a4 um. P. variabile (syn T. variabilis) apresentou col6nias similares em CYA e MEA a
25 °C: verdes acinzentadas, baixas e planas, medindo de 15 a 22 mm, observando-se como
marcadores morfologicos fialides aciculadas e conidios lisos, muito elipsoidais, medindo de 3
a4 um (TABELA 3).
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Tabela 3- Espécies do género Penicillium e Talaromyces isolados de area de canga.

- Periodo N

Especies Seco Chivoso Total Secoes
Penicillium janthinellum 102 54 156 Lanata-Divaricata
Penicillium decumbens 74 23 97 Exilicaulis
Penicillium citrinum 5 0 5 Citrina
Penicillium janczewskii 14 0 14 Canescentia
Penicillium brevicompactum 9 1 10 Brevicompacta
Penicillium glabrum 10 0 10 Aspergilloides
Penicillium chrysogenum 1 0 1 Chrysogena
Penicillium bilaiae 1 0 1 Sclerotiora
Penicillium roquerfort 1 0 1 Roquefortorum
Talaromyces variabile 2 0 2 Islandici

3.4 Espécies identificadas de Aspergillus e seus principais marcadores morfoldgicos

O género Aspergillus é de fécil identificacdo, contudo chegar a espécie apenas com
analises morfoldgicas muitas vezes é um desafio. Uma das vantagens é que as se¢des sdo
separadas pela coloracao das coldnias, o que torna essa caracteristica macroscépica de grande
importancia na diferenciacdo. As cores das coldnias podem variar de varios tons de verde,
amarelo, marrom, branco, preto e cinza. Neste trabalho foram encontradas dez diferentes
espécies, separadas em cinco secdes (TABELA 4).

Segundo o manual descrito por Klich (2002b), identificando as espécies comuns de
Aspergillus: A. foetidus apresenta conidios espinhosos, quando ainda juntos as fialides e,
conidios lisos, quando maduros; isolados de A. niger possuem conidios globosos de 3,5 a 4,5
pum que podem ser finamente rugosos, rugosos ou espinhosos. Os isolados de A. aculeatus é
de facil identificacdo morfologica sdo uniseriados e apresentaram vesiculas extremamente
grandes (60-100 pm), além de terem crescido pouco e de forma peculiar a 37°C.

Alguns isolados de A. parasiticus e A. flavus sdo muito similares macroscopicamente,
com poucas diferencas microscopicas, apresentando grande plasticidade fenotipica. Segundo
o manual de Klich (2002b), os conidios de A. flavus podem ser lisos até finamente rugosos, ja
0s de A. parasiticus sdo extremamente rugosos. Neste trabalho, a diferenciacdo também foi
feita por testes de cromatografia, j& que a producdo de micotoxinas € distinta entre essas
espécies.

A. ostianus apresentaram diametros de colénia no CYA a 25°C de 30 a 35 mm em 7
dias; colénias amarelas e micélio branco; reverso de amarela ou palha; conidiéforo 300-680
um, paredes grossas, de incolor a amarelo dourado claro. Eximio produtor de Ocratoxina A

em alimentos.
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Tabela 4 - Espécies do género Aspergillus isolados de area de canga.
Periodo

Espécies Total Secoes
Seco Chuvoso

Aspergillus trisporus 1 1 2 Jani
Aspergillus parasiticus 83 75 158 Flavi
Aspergillus flavus 2 9 11 Flavi
Aspergillus oryzae 0 3 3 Flavi
Aspergillus aculeatus 9 10 19 Nigri
Aspergillus niger 17 0 17 Nigri
Aspergillus foetidus 1 2 3 Nigri
A. niger agregado 0 18 18 Nigri
Aspergillus ostianus 2 0 2 Circundati

3.5 Morfotipos nédo identificados de Aspergillus, Penicillium e Talaromyces

Do total de isolados, 89 morfotipos ndo puderam ser identificados com base nos
marcadores morfoldgicos, pois possuiam caracteristicas muito distintas das encontradas nas
chaves de identificagéo e artigos pesquisados. A caracterizacao e descricdo desses morfotipos
foram realizadas utilizando a metodologia de Houbraken e Samson (2011) modificada
(APENDICE A a H). A identificacdo destes morfotipos é de extrema importancia para avaliar

ariqueza e a composicao da comunidade nas areas estudadas.
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3.6 Analises filogenéticas

Considerando os 89 morfotipos ndo identificados, 76 foram submetidos a analises
moleculares, utilizando para inferéncia filogenética as regides génicas RPB2, calmodulina e
beta-tubulina. Os 13 restantes ndo amplificaram com eficiéncia as regiGes génicas ou 0S
resultados dos sequenciamentos ndo foram satisfatorios. A filogenia foi bem suportada por
valores de pp. e 95-100 %, sendo acima de 70 % de bootstrap na maioria dos nés. Os
dendogramas foram divididos por secGes. Uma vez que certas sequéncias ndo foram
amplificadas com qualidade, alguns morfotipos estdo presentes somente nas arvores
filogenéticas concatenadas. O total de espécies identificadas foram 35, os morfotipos
inconclusivos somam sete e, 34 espécies permanecem apenas com classificacdo em género,

das quais muitas sdo possiveis novidades taxanémicas.

3.6.1 Anélise filogenética em espécies de Aspergillus
As anélises filogenéticas para isolados de Aspergillus englobam trés secbes: Cervini,
Fumigati e Usti. O isolado CCDCA11396 corresponde a espécie Aspergillus pseudoustus e

demonstra relacdo com A. ustus, embora seja claramente diferente (FIGURAS 3 e 4).

Figura 3 - Arvore filogenética derivada de analise Bayesiana das sequéncias de BenA que
mostram as relacBes entre espécies do género Aspergillus. Os valores de
bootstrap sdo indicados em porcentagem acima e abaixo dos internodios, e
somente valores acima de 70% sdo indicados. Os isolados tipo sdo designados
com sobrescrito T.
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Figura 4 - Arvore filogenética derivada de analise Bayesiana das sequéncias concatenadas
(BenA e CaM) que mostram as relacOes entre espécies do género Aspergillus. Os
valores de bootstrap, sdo indicados em porcentagem acima e abaixo dos
internddios, e somente valores acima de 70% s&o indicados. Os isolados tipo sdo
designados com sobrescrito T.
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3.6.2 Analise filogenética em espécies de Penicillium

Quatro morfotipos estdo dentro da secdo Ramosa como Penicillium virgatum,
apresentando similaridades morfolégica e genética e confirmando, dessa forma, a
identificacdo. Os membros da se¢do Citrina sdo abundantes e tém uma distribuicdo mundial.

Trés morfotipos identificados como da se¢do Citrina foram identificados como
Penicillium ubiquetum, Penicillium citrinum e Penicillium cairnsense considerando as
similaridades genéticas.

A secdo Sclerotiora é filogeneticamente bem definida, existem varios estudos recentes
que introduzem novas espécies. Neste trabalho, foram identificadas as seguintes espécies
dessa se¢do: Penicillium austrosinicum, Penicillium bilaiae e Penicillium adametzi, outras
espécies continuam com classificacdo até género.

Penicillium lemhiflumine foi a Unica espécie da se¢cdo Cinnamopurpurea identificada
na presente pesquisa e € distinguida de espécies semelhantes (P. cvjetkovicii, P.
salmoniflumine, P. monsgalena e P. idahoense), porque forma colbnias sulcadas quando
cresce em MEA.

Espécies de secdo Aspergilloides compartilham caracteres fenotipicos tais como,
conidiéforos monoverticilados, taxa de crescimento rapido em CYA e/ou MEA, e reacdo
Ehrlich negativo. Vérias espécies de secdo Aspergilloides produzem muitos conidios no

MEA, os quais se deslocam ou caem em massa. Essa caracteristica € mais pronunciada em
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DG18. Somente uma espécie foi identificada dessa secdo, P. longicatenatum,
filogeneticamente Unica e em comum com outras espécies do P. thomii-clade, produz
esclerodios em CYA e MEA, e cresce bem em CYA a 30°C. Apresenta proximidade com
Penicilium vagum que gera conidios espessos e espinhosos, demonstrando uma moderada
producdo de acido no CREA, ao passo que P. longicatenatum exibe conidios finamente
rugosos.

Penicillium atramentosum foi encontrado nas amostras de canga e descrito como
produtor de uma gama de metabolitos secundarios. Em diversos isolados nao foi possivel
identificar as espécies, permanecendo somente com o nome do género e a secao a qual
pertence. Para alguns sdo necessarios novas analises filogenéticas e adicdo de tecnicas
quimicas para auxiliar na identificacdo, outros sdo evidentes novas espécies e suas descri¢cdes
serdo feitas a posteriori (FIGURAS 5 ¢ 6).
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Figura 5 - Arvore filogenética derivada de analise Bayesiana das sequéncias de BenA que
mostram as relacBes entre espécies do género Penicillium. Os valores de
bootstrap sdo indicados em porcentagem acima e abaixo dos internddios, e
somente valores acima de 70% sdo indicados. Os isolados tipo s&o designados

com sobrescrito T.
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Figura 6 - Arvore filogenética derivada de analise Bayesiana das sequéncias concatenadas
(BenA e RPB2) que mostram as relacGes entre espécies do género Penicillium. Os
valores de bootstrap sdo indicados em porcentagem acima e abaixo dos
internddios, e somente valores acima de 70% sdo indicados. Os isolados tipo séo
designados com sobrescrito T.
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3.6.3 Andlise filogenética em espécies de Talaromyces

A maioria dos isolados foram identificados como pertencentes ao género Talaromyces
secdo Talaromyces, tendo como espécie mais proxima Talaromyces amazonense, descrito por
Yilmaz e colaboradores (2016). Inumeras caracteristicas morfologicas sdo similares, no
entanto apenas 0 gene beta-tubulina foi sequenciado, sendo necessarios mais dados para
confirmacéo da espécie (FIGURAS 7 e 8).
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Figura 7 - Arvore filogenética derivada de analise Bayesiana das sequéncias de BenA que
mostram as relacdes filogenéticas de espécies do género Talaromyces. Os valores
de bootstrap sdo indicados em porcentagem acima e abaixo dos internodios, e
somente valores acima de 70% sdo indicados. Os isolados tipo sdo designados

com sobrescrito T.
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Figura 8 - Arvore filogenética derivada de analise Bayesiana das sequéncias concatenadas
(BenA e RPB2) que mostram as relaces filogenéticas de espécies do género
Talaromyces. Os valores de bootstrap sdo indicados em porcentagem acima e
abaixo dos internodios, e somente valores acima de 70% s&o indicados. Os
isolados tipo sdo designados com sobrescrito T.
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9 CCDCA 11363 Talaromyces angelicus
92\~ CCDCA 11364 Talaromyces angelicus
CBS 34034+ Talaromyces scorteus
CBS 1382091 Talaromyces yelensis
CCDCA 11393 Talaromyces sp.
CBS 1131467 Talaromyces tratensis
CBS 369481 Talaromyces rotundus
CBS 255317 Talaromyces atricola Segﬁo Talaromyces
CBS 37148 Talaromyces ruguiosus
CBS 391481 Talaromyces wortmanni
CBS 643801 Talaromyces loliensis
CBS 22760+ Talaromyces brunneus
CBS 338481 Talaromyces islandicus
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4 DISCUSSAO

O resultado das analises de diversidade de fungos do solo depende do método
utilizado (GAMS, 1992). O método de diluicdo em placa é o mais comumente empregado
para este tipo de estudo, pois apresenta bons resultados. Somado a isso, a escolha do meio de
cultura também é muito importante para priorizar o crescimento das espécies de interesse. O
meio DG18 apresenta baixa atividade de agua (0,95), o que auxilia o crescimento de fungos
xerofilicos fastidiosos, como vérias espécies de Penicillium. Meios com atividade de a4gua alta
(0,99) caucionam especies de rapido crescimento, como a maioria das espécies de Aspergillus
(HOCKING; PITT, 1980; SAMSON et al., 1996). Embora o meio DRBC possua Rosa
Bengala, utilizado para inibir ou retardar espécies de crescimento rapido, isso ndo atrapalhou
o0 desenvolvimento das espécies de Aspergillus.

Douglas King e colaboradores (1979), ao descreverem o meio DRBC para isolamento
de fungos em alimentos atentaram que, em concentracdes elevadas (aproximadamente 5 ug),

0 antimicrobiano dicloran pode inibir completamente o crescimento de A. niger. A
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concentracdo de 2 g foi deste modo adotada por apresentar equilibrio em inibir as espécies
de crescimento rapido indesejadas, como os géneros Rhizopus e Mucor, em detrimento das
espécies de interesse, como Aspergillus. A vista disso, 0 menor nimero de morfotipos de
Aspergillus encontrados nos dois meios avaliados pode ser explicado devido a presenca deste
antimicrobiano.

Os solos de areas de Canga sdo ricos em matéria organica, além de possuir pH mais
baixo, oportunizando o estabelecimento dos fungos em detrimento de bactérias e outros
microrganismos, diminuindo assim a competicdo espacial e nutricional. O solo das amostras
de Canga possui ainda caracteristica peculiar como, por exemplo, a elevada concentracdo de
ferro.

Monteiro (2012), trabalhando com isolamento de fungos de solo do Cerrado de Minas
Gerais, aferiu valores de unidades formadoras de colénias um pouco inferiores (média total de
5,0. 10°) aos encontrados neste trabalho e, os valores de UFC também alteraram bastante de
amostra para amostra. Em pesquisas semelhantes em amostras de Canga, Pereira (2015)
encontrou valores de UFCs com média de 3,4. 10°, mostrando que a quantidade e a
diversidade de espécies no solo alteram-se muito em poucos metros, ou até centimetros,
devido aos micrositios. Cada particula do solo pode ser habitada por uma comunidade
microbiana, a qual pode ser muito distinta da adjacente, em funcéo das condi¢des ambientais
dispares (ZHOU et al., 2002; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; PAUL, 2015).

O numero de espécies identificadas e morfotipos de Penicillium e Talaromyces foram
drasticamente maiores que os de Aspergillus. E importante enfatizar que 0 mesmo ocorreu em
varios trabalhos encontrados na literatura, os quais avaliaram fungos de solos cultivados.
Oliveira e colaboradores (2013) avaliaram a diversidade de fungos do solo no semiarido
pernambucano em dois periodos do ano (seco e chuvoso) e encontraram 85 espécies, sendo 28
de Penicillium (597 isolados) e 18 de Aspergillus (356 isolados). Souza (2010), trabalhando
com solos da Mata Atlantica em técnica de lavagem de particulas, obteve 29 espécies de
Penicillium e seis de Aspergillus. Puangsombat e colegas (2010) analisaram cinco tipos de
solos da Tailandia e encontraram nove espécies de Aspergillus e 27 de Penicillium. Solos de
area de mangue também foram estudados e determinaram que Penicillium e Aspergillus sdo
0s géneros dominantes com 21 e 11 espécies, respectivamente (GOMES, 2016).

Penicillium é um género que contém saprofitos comuns, cujos conidios sdo facilmente
dispersos através da atmosfera. A predominancia de Penicillium pode estar relacionada ao

antagonismo sobre outras espécies, seja por produgdo de metabolitos secundarios ou, mesmo
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indiretamente, por meio da competicdo nutricional, da producdo elevada de esporos e da
maior capacidade de crescimento em meios de cultivo (GOMEZ et al., 2007).

Entretanto em outros trabalhos, as prevaléncias se invertem, dos 11 géneros de fungos
filamentosos identificados por Borges 2017, Aspergillus (27,92%) e Penicillium (24,08%)
foram os mais frequentes em solo de monocultura de ervas. O género Aspergillus representa
um grupo de fungos amplamente difundido, ocorrendo com grande frequéncia em areas
cultivadas e solos de florestas tropicais (CHRISTENSEN; TUTHILL, 1985).

Os géneros Penicillium e Talaromyces sdo identificados morfologicamente pelas
comparacOes de suas estruturas reprodutivas (sexual e assexual), além de tamanho e coloracao
das col6nias, porém diferencia-los em espécies ndo facil. Sua evolucdo genética é bastante
lenta e variacbes de sua morfologia podem sofrer alteracdes de maneira muito sutil entre
espécies proximas.

A diferenciacdo de espécies pela observacdo de seus caracteres morfoldgicos foi a
primeira forma de classificacdo de organismos vivos e ja extintos. Para fungos filamentosos,
ainda hoje, esta técnica € muito utilizada e, de sobremaneira, corrobora outras técnicas
moleculares e bioquimicas. Nesse contexto, imagens das formas microscopicas e das colonias
em diferentes meios de cultura e temperaturas sdo de grande auxilio na taxonomia fangica
(WATANABE, 2010).

As espécies de Talaromyces foram identificadas e relacionadas, pois, até
recentemente, este género era considerado fase sexuada de Penicillium. Todas as espécies
descritas no subgénero Biverticillium foram reescritas e renomeadas, como Talaromyces
(SAMSON et al., 2011; YILMAZ et al., 2014).

O grupo de espécies da secdo Nigri é considerado o mais importante dentro de
Aspergillus. Todavia, essa secdo também € conhecida pela dificil identificacdo e classificacdo,
considerada uma das mais complexas do género. Tanto na andlise das coldnias quanto na
microscopia, alguns marcadores morfologicos séo imprescindiveis e determinantes na
identificacdo das espécies e, por isso foram as ferramentas utilizadas no presente trabalho
(SAMSON e al., 2006).

Aspergillus trisporus ainda esta sendo descrito, entretanto anélises de comparacao de
sequéncias génicas determinam que os isolados encontrados nesse trabalho correspondam a
mesma espécie. Essa espécie faz parte da secdo Jani relatada recentemente por HUBKA
(2015), na qual ainda enquadrada as espécies A. janus e A. brevijanus. As espécies dessa
secdo produzem trés diferentes tipos de conidiéforos, dois deles sdo bisseriados e produzem

fidlides e conidios, ao passo que o terceiro tipo € representado por micro-
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semimacronematosos produzindo conidios acessorios. A ocorréncia de conidios verdes pode
influenciar a cor das colOnias ou criar setores.

Na taxonomia microbiana, mais evidentemente em taxonomia fungica,
progressivamente tem se tornando mais claro que, os dados associados como, por exemplo,
avaliacdo de micotoxinas, metabolitos secundarios e analises moleculares, podem muitas
vezes ser mais bem aplicados que dados para uma finalidade especifica. Ou seja, uma
abordagem de multiplas técnicas gera dados de qualidade, os quais sdo mais precisos e uteis
(SIMOES et al., 2013).

De acordo com Houbraken et al. (2014), atualmente ndo é possivel reconhecer todas as
secdes sem empregar os dados de sequéncias de DNA, sendo o ideal formular um sistema de
classificacdo que incluisse caracteristicas fenotipicas. Este sistema de classificacdo proposto
seria 0 ponto de partida para investigacdo dos caracteres fenotipicos Uteis para a classificacéo.

Vérias espécies de Aspergillus sdo utilizadas na producdo de metabdlitos bioativos,
assim como podem ser agentes causadores de doencas humanas, incluindo aspergilose
invasiva, osteomielite, endocardite e queratite micotica (SERRANO et al., 2015; SAMSON et
al., 2007; VINH et al., 2009)

Aspergillus aureola ja foi isolado de solos contaminados com 6leos, solos de semi-
desertos, solo de paises tropicais (Brasil, Gana, Libéria, Suriname), sumo de maracuja (Fiji)
(FENNELL; RAPER, 1955; PETERSON, 1992; HORIE et al., 2003; SAMSON et al. 2007;
CATHERINE et al., 2015; ADHIKARI et al., 2015). Também ja foi relatada a producdo de
pseurotina que é sintetizada por uma enzima PKS-NRPS hibrida em varias espécies de
fungos, sendo considerado um inibidor competitivo da quitina sintase capaz de suprimir a
producdo de imunoglobulina E (WENKE et al. 1993). Aspergillus aureola (syn. A. indohii) é
a Unica espécie homotalica dentro do complexo A. viridinutans, as espécies restantes sdo
provavelmente heterofisicas, e a forma teleomdrfica foi observada em A. udagawae e A. felis
(NOVAKOVA et al., 2014). Aspergillus pseudoustus ja foi isolada de milho armazenado e
contaminante de cultura de Bipolaris sorokiniana na Africa do Sul, e um isolado veio do ar da
Finlandia (SAMSON et al., 2011).

Dentro da se¢do de Usti, A. ustus produz versicolorinas, A. heterothallicus é um
produtor de esterigmatocistina, enquanto A. pseudoustus foi descrito, recentemente, como
produtor de acido norsol6nico, averufina e versicolorina C, indicando que esta espécie
também transporta pelo menos parte dos clusters de genes da biossintética de aflatoxina
(VARGA et al., 2015).
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Thom (1930) introduziu a se¢do Lanata-Divaricata para espécies com conidioforos
biverticilados que geralmente contém um alongamento do eixo principal, divergindo do eixo
para formar um vértice assimétrico. Como resultado, os conidiéforos geralmente podem ser
interpretados como monoverticilados, embora na maioria dos casos sejam conidiéforos
biverticilados ramificados (divaricato). Este grupo de espécies é comumente isolado do solo
(THOM 1930; RAPER; THOM 1949; CHO 2005; HOUBRAKEN et al., 2011; LAICH et al
2016). Foram identificadas trés espécies na secdo Lanata-Divaricata: P. onobense, P. wotroi
e daleae, a filogenia agrupou com 100% de similaridade, além das caracteristicas
morfolégicas estdo em concordancia com o artigo de descricdo de Houbraken (2011a).

Dentro da se¢do Ramosa como Penicillium virgatum foi isolado pela primeira vez do
solo de um campo de soja na Nova Caleddnia, mas também j& encontrado em madeira de
construcao (KWASNA et al., 2005; ORTIZ et al., 2014), no Brasil nao ha relato.

Os membros da sec¢do Citrina também sdo conhecidos por sua capacidade de produzir
micotoxinas como citrinina e citreoviridina. A citrinina € nefrotdxica consistentemente
produzida por P. citrinum, mas também por outras espécies relacionadas, incluindo P.
gorlenkoanum, P. ubiquetum, P. hetheringtonii, P. miczynskii, P. chrzaszczii, P. manginii e P.
westlingii; e citreoviridina é produzida por P. cairnsense, P. miczynskii e P. manginii
(POLLOCK, 1947, FRISVAD, 1989, FRISVAD; FILTENBORG 1990, FRISVAD et al.
2006, HOUBRAKEN et al. 2010). As espécies desta se¢do sao muito comuns no solo, mas
também sdo isolados de ambientes internos e alimentos. Sua distribuicdo pode estar
relacionada ao clima (PITT e HOCKING 2009; SAMSON et al. 2010; HOUBRAKEN
2011b).

As caracteristicas de col6nias cultivadas em condic¢Bes padronizadas foram altamente
informativas. A morfologia do conididforo entre diferentes espécies é muito semelhante,
contudo ha excecdes, como no caso de P. herquei e P. malachiteum que produzem
conidioforos biverticilados (HOUBRAKEN; SAMSON, 2011), porém se distinguem por
producdo de cleistotécio em P. malachiteum. P. malachiteum, por sua vez, apresenta
crescimento restrito em comparagdo com P. herquei (VISAGIE et al., 2013). P.
lilacinoechinulatum era considerado um sinénimo de P. bilaiae (PITT, 1979, PITT et al.,
2000), entretanto em 2013 um estudo de taxonomia polifasica da se¢do Citrina os distinguiu
(VISAGIE et al., 2013). P. lilacinoechinulatum tem esporulagcdo mais fraca na maioria dos
meios de cultura, e crescimento mais lento no CYA, auséncia de exsudatos marrons ou
amarelos produzidos consistentemente em P. bilaiae no CYA com um crescimento mais lento
a 37°C.
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Morfologicamente, as espécies na secdo Cinnamopurpurea sdo bastante semelhantes,
produzindo esporos subglobose a elipsoidais, lisos e finamente rugosos, monoverticilados de
paredes lisas e col6nias de crescimento lento, muitas vezes com um reverso marrom em
alguns meios (PETERSON et al., 2015).

A secdo Paradoxa é a Unica que agrupa dois diferentes géneros, ela contém as
seguintes espécies: Aspergillus paradoxus, A. malodoratus, A. crystallinus e P. atramentosum
formando um clado bem apoiado (85% bs, 1,00 pp) (HOUBRAKEN et al., 2011).

As espécies do género Talaromyces tém uma distribuicdo mundial e ocorrem em
diversos substratos, incluindo solo, poeira doméstica, folhas, madeiras e frutas (YILMAZ et
al., 2014). Nas ultimas décadas houve grandes progressos na compreensdo da diversidade de
espéecies desse género (BENJAMIN, 1955; STOLK; SAMSON, 1971, 1972; PITT, 1979;
SAMSON et al. 2011). Foram aceitas 88 espécies divididas em sete se¢des: Bacillispori,
Helici, Islandici, Purpurei, Subinflati, Talaromyces e Trachyspermi (YILMAZ et al., 2014;
VISAGIE et al., 2015; LUO et al. 2016; ROMERO et al., 2016; WANG et al., 2016).

Talaromyces é um género importante para areas como biotecnologia, micologia
médica e alimentar e, Talaromyces amazonensis, em especial, é produtor de duclauxina, &cido
berquélico e vermicilina. (YILMAZ et al., 2016). S&o trés compostos conhecidos por sua a¢do
anticancerigena (FUSKA et al. 1979; SHIBATA et al., 1965; FRISVAD et al., 1990;
BRYANT et al., 1993; STIERLE et al., 2006; CAO et al., 2015). Além disso, as detec¢des

desses metabolitos podem ajudar na identificacao.
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5 CONCLUSAO

O solo coletado no tempo chuvoso apresentou um numero maior de fungos totais se
comparado ao tempo seco, no entanto isso se inverte quando a analise é feita apenas para 0s
géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces. Foram isolados 2029 fungos, sendo 298 de
Aspergillus e 1731 de Penicillium e Talaromyces.

Através de dados morfolégicos e moleculares, foi possivel chegar a 35 espécies
diferentes, embora muitos morfotipos continuem sem identificacdo em nivel de espécie. Esses
morfotipos representam grande probabilidade de seram espécies novas e apresentarem
potencial biotecnoldgico, passando agora a compor a Colecdo de Microrganismos do
Departamento de Ciéncias de Alimentos (CCDCA).
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MATERIAL SUPLEMENTAR

APENDICE A - Principais caracteristicas dos morfotipos ndo identificados do género Aspergillus.

Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

Formato e

CYA MEA
25°C 25°C

CYA
37°C

Caracteristicas
CYA CREA textura Tipicas

30°C 25°C dos conidios

CCDCA 11396

39-41 39-41

37-40

Bisseriado, CYA
25°C branco
flocoso com

exudado marrom,

reverso amarelo
intenso

0 32-34 Globoso; rugoso

CCDCA 11379

0 23-25

Unisseriados,
paredes lisas,
marrom amarelado

0 0 Globoso, liso

CCDCA 11319

55-60 55-60

60-68

Bisseriado, CYA
25°C branco
flocoso com

exudado marrom,

reverso amarelo
intenso

56-58 0 Globoso; rugoso

CCDCA 11318

55-60 55-60

60-68

Bisseriado, CYA
25°C branco
flocoso com

exudado marrom,

reverso amarelo
intenso

56-58 0 Globoso; rugoso
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APENDICE B - Principais caracteristicas dos morfotipos n&o identificados do género Pencillium e Talaromyves.

Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura
dos conidios

Caracteristicas Tipicas

CCDCA 11321

23-26

22-25

22-25

24-26

Subgloboso; finamente rugoso

Monoverticilado, CYA
25°C e MEA alaranjado,
exudato presente, reverso
laranja intenso

CCDCA 11322

23-25

16-18

13-15

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA verde escuro com
borda branca

CCDCA 11323

29-32

18-20

20-22

Subgloboso; finamente rugoso

Monoverticilado, CYA
25°C verde com esclerodios
laranja, MEA verde, ambos
com reverso laranja intenso

CCDCA 11324

23-25

30-33

13-15

30-33

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
branco aveludado, MEA
verde escuro funiculoso

CCDCA 11325

23-26

19-20

23-26

Subgloboso; finamente rugoso

Monoverticilado, CYA
25°C e MEA verde com
reverso avermelhado,
crescimento a 30°C com
exudado e pigmentcéo
soltvel avermelhada

CCDCA 11326

22-25

24-27

22-25

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticidado, cya 25°C e
MEA branco avelulado,
conidiéforo finamente
rugoso
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Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura
dos conidios

Caracteristicas Tipicas

CCDCA 11327

42-45

29-33

20-24

42-44

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C,
30°C e MEA verde claro,
sulcado,aveludado

CCDCA 11328

43-45

45-49

27-29

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C

beje, MEA e CYA 30°C

verde escuro, conidiéforo
finamente rugoso

CCDCA 11329

27-29

29-32

15-18

positivo

Subgloboso; finamente rugoso

Monoverticilado, coloracéo

verde, MEA com reverso

laranja intenso, producéo de

acido

CCDCA 11406

18-24

14-16

14-16

Globoso; finamente rugoso

Monoverticilado, CYA
25°C cinza munto sulcado,
MEA verde aveludado com

reverso laranja

CCDCA 11330

44-48

45-47

37-39

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, coloragédo
verde, conidiéforo rugoso

CCDCA 11331

20-24

17-20

2-4

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, verde claro
no CYA 25°C e verde
escuro no MEA,
centralmente branco

CCDCA 11332

01-03

10-13

01-02

Globoso; finamente rugoso

Biverticilado, pouquissimo

crescimento em CYA 25°C,

formacao de exudato
viscoso no MEA

0.



Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura
dos conidios

Caracteristicas Tipicas

CCDCA 11333

22-25

22-15

0

16-19

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, coloragéo
marron com esclerddios,
conidi6foro rugoso

CCDCA 11407

29-33

15-18

3-5

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, verde claro
no CYA 25°C e verde
escuro no MEA,
centralmente branco

CCDCA 11334

33-35

18-22

14-17

Subgloboso; finamente rugoso

Monoverticilado, CYA
25°C e MEA verde com
esclerodios laranja, todos

reversos laranja intenso

CCDCA 11335

08-12

22-14

08-12

Subgloboso; finamente rugoso

Biveticilado, CYA 25°C
pequeno com centro verde,
fialides alongadas

CCDCA 11408

40-43

41-44

29-32

41-44

Subgloboso; finamente rugoso

Terverticilado, coloracéo
verde, conidi6foro rugoso

CCDCA 11336

43-45

43-45

43-45

Subgloboso; finamente rugoso

Terverticilado, coloracéo
verde, conidiéforo rugoso

CCDCA 11337

15-18

21-24

20-24

Subgloboso; rugoso

Biverticilado,coloracédo
verde amarronzada,
aveludado, MEA com
reverso laranja intenso

CCDCA 11338

24-26

30-33

16-18

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, cya 25 verde
oliva com reverso amarelo

T/



Diametros das colénias (mm)

Formato e textura

Morfotibos  oya 25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C dos conidios

Caracteristicas Tipicas

Terverticilado, CYA 25°C
grande e branco,
conidioforo e conidios
muito rugosos

CCDCA 11339 43-46 39-43 0 43-46 0 Globoso; rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
CCDCA 11340 21-24 15-19 0 1-3 15-19 Subgloboso; finamente rugoso  sulcado, crescimento em
CREA

Terverticilado, CYA 25°C
grande e branco,
conidioforo e conidios
muito rugosos

CCDCA 11341 43-46 39-43 02-05 43-46 0 Globoso; rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
CCDCA 11342 21-24 15-19 0 1-3 15-19 Subgloboso; finamente rugoso  sulcado, crescimento em
CREA

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA verde escuro com
producdo de pigmentacéo
soltvel amarelada

CCDCA 11343 15-17 16-18 0 2-5 0 Subgloboso; finamente rugoso

Terverticilado, col6nias
amarelas, conidiéforo
rugoso e baixo crescimento
em CREA

CCDCA 11344 45-48 45-48 6-8 38-40 2-5 Subgloboso; finamente rugoso
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Diametros das colénias (mm)

Formato e textura

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA 25°C dos conidios Caracteristicas Tipicas

Morfotipos

Biverticilado, CYA 25°C
grande e branco com
exudato marrom, reverso
marrom

CCDCA 11345 46-49 45-48 3-5 44-46 0 Subgloboso; rugoso

Biverticilado, MEA com
pigment&o e reverso
marrom, formacao de

conidios em cadeia

CCDCA 11346 15-18 16-19 0 15-18 0 Subgloboso; rugoso

Biverticilado e
CCDCA 11347 12-15 22-24 0 13-16 0 Subgloboso; finamente rugoso monoverticilado, CYA
25°C branco e sulcado

Biverticilado, CYA 25°C
CCDCA 11348 15-17 23-26 3-5 15-17 0 Subgloboso; finamente rugoso branco, sulcado e
centralmente amarelo.

Biverticilado, CYA 25°C
verde escuro sulcado
CCDCA 11349 12-15 22-24 0 0 0 Subgloboso; finamente rugoso reverso amarelo escuro,
MEA granulado e amarelo,
conidi6foro rugoso

Monoverticilado, CYA

CCDCA 11350 29-33 28-32 1-3 3-6 0 Subgloboso; liso 25°C e MEA granulado
salmao

Monoverticilado, CYA

CCDCA 11351 20-24 20-24 0 20-24 0 Subgloboso; liso 25°C reverso salmao e

MEA granulado branco

€L



Diametros das colénias (mm) Formato e textura
CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C dos conidios

Morfotipos Caracteristicas Tipicas

Biverticilado, MEA verde
CCDCA 11352 8-10 14-16 0 14-16 0 Subgloboso; finamente rugoso funiculoso, fialides
ampliforme

Biverticilado, MEA laranja
CCDCA 11353 4-6 20-22 0 4-6 0 Elipsoidal; liso com exudato laranja,
conidio elipsoidal

Biverticilado, cya e mea

CCDCA 11354 19-22 30-33 0 6-8 0 Cilindrico; liso
verde musgo

Biverticilado, crescimento

baixo em CYA 25°C, MEA

verde com exudado incolor
Viscoso

CCDCA 11355 1-3 10-12 0 1-3 0 Subgloboso; liso

Biverticilado, MEA

CCDCA 11356 8-10 27-30 0 0 Subgloboso; liso
granulado amarelo

Biverticidado, CYA 25°C
CCDCA 11357 28-31 32-35 0 28-31 0 Subgloboso; finamente rugoso  verde azulado com borda
branca

Biverticilado, verde bem
CCDCA 11358 24-26 29-33 0 24-26 0 Subgloboso; liso escuro em CYA 25°C, mea
amarelo granulado

Biverticilado, Cya 25°C
CCDCA 11359 15-17 28-32 0 16-20 0 Subgloboso; finamente rugoso  pequeno e sulcado, mea
azulado com bordas brancas
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Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura

o Caracteristicas Tipicas
dos conidios

CCDCA 11360

28-31

28-31 0 7-9

10-12

Biverticilado, Cya 25°C
verde com exudado
roxo/avermelhado, MEA
verde oliva, crescimento em
CREA

Subgloboso; finamente rugoso

CCDCA 11361

24-26

24-25 4-7 24-26

4-7

Monoverticilado, CYA
25°C branco com reverso e
exudato marrom

Subgloboso; liso

CCDCA 11362

25-29

24-26 1-3 0

Monoverticilado, CYA
25°C e MEA branco com
centro amarelo

Subgloboso; finamente rugoso

CCDCA 11363

18-22

34-36 3-6 18-22

4-6

Biverticilado, CYA 25°C
branco com centro rosa
sulcado, MEA funiculoso
com producéo de
pigmentacao sollvel,
conidi6foro rugoso

Subgloboso; finamente rugoso

CCDCA 11364

25-29

24-26 0 1-3

Biverticilado, CYA 25°C
branco com centro amarelo,
MEA branco granulado

Globoso; liso

CCDCA 11365

28-30

33-35 0 27-29

Monoverticilado, CYA
25°C branco/amarelado,
conidios muito rugosos

Globoso; rugoso

CCDCA 11366

25-29

24-26 0 1-3

Biverticilado, CYA 25°C
branco com centro amarelo,
MEA branco granulado

Globoso; liso
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Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura
dos conidios

Caracteristicas Tipicas

CCDCA 11367

14-16

15-17

0

14-16

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA branco com reverso
amarelo

CCDCA 11368

14-16

15-17

14-16

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA branco flocoso com
reverso amarelo

CCDCA 11369

30-33

40-44

4--6

30-33

Elipsoidal; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
verde oliva com borda
branca, MEA branco
flocoso

CCDCA 11370

14-16

15-17

14-16

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
branco sulcado, MEA
branco flocoso

CCDCA 11409

20-22

16-18

9-10

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C

cinza sulcado, MEA branco

flocoso

CCDCA 11371

9-12

9-12

Subgloboso; finamente rugoso

Monoverticilado,CYA 25°C

e MEA verde oliva com
reverso vermelho

CCDCA 11372

45-49

44-48

34-37

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
branco com reverso
vermelho, MEA salméo,
conidi6foro rugoso

CCDCA 11373

12-15

11-14

12-15

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado,CYA 25°C e
MEA verde escuro sulcado

~
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Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura

S Caracteristicas Tipicas
dos conidios

CCDCA 11374

48-50 48-50 0 41-43

26-30

Biverticilado, CYA 25°C
verde sulcado, MEA branco
aveludado, conidioforo
rugoso

Elipsoidal; finamente rugoso

CCDCA 11375

18-20 21-24 0 21-24

Biverticilado, CYA 25°C

sulcado com centro rosa,

reverso rosa, MEA branco
granulado

Subgloboso; rugoso

CCDCA 11376

7-10 20-22 0 06-8

Biverticilado, CYA 25°C
pequeno e verde, MEA
verde com borda branca,
conidioforo rugoso

Subgloboso; finamente rugoso

CCDCA 11377

1-3 5-8 0 1-3

Biverticilado, pouquissimo
crescimento em CYA 25°C,
MEA branco com reverso
amarelo

Subgloboso; finamente rugoso

CCDCA 11378

15-19 15-19 0 15-19

Biverticilado, CYA e MEA
branco aveludado com
reverso vermelho intenso

Subgloboso; finamente rugoso

CCDCA 11410

24-27 22-24 0 0

Biverticilado, CYA 25°C
verde sulcado, reverso
salmado, MEA branco
granuloso

Subgloboso; liso
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Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura
dos conidios

Caracteristicas Tipicas

CCDCA 11380

44-46

37-39

28-30

Globoso; liso

Biverticilado, CYA 25°C
amarelo claro com exudado
marrom, reverso amarelo
intenso

CCDCA 11381

48-53

47-52

38-40

Elipsoidal; liso

Monoverticilado, CYA
25°C e MEA verde com
borda branca, produgéo de
acidos

CCDCA 11382

24-27

22-24

24-27

Elipsoidal; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA branco, conidiéforo
rugoso

CCDCA 11383

28-30

33-35

35-37

Globoso; liso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA verde com borda
branca

CCDCA 11384

47-50

45-47

45-47

Elipsoidal; finamente rugoso

Terverticilado, CYA 25°C
branco/amarelado muito
sulcado, conidi6foro rugoso

CCDCA 11385

26-28

22-25

12-15

Globoso; liso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA verde sulcado,
reverso palha

CCDCA 11386

28-30

33-35

35-37

Globoso; liso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA verde com borda
branca
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Diametros das colénias (mm) Formato e textura
CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C dos conidios

Morfotipos Caracteristicas Tipicas

Biverticilado, CYA 25°C e
CCDCA 11387 26-28 22-25 0 12-15 0 Globoso; liso MEA verde sulcado,
reverso amarelo

Biverticilado, CYA 25°C e
CCDCA 11388 26-28 22-25 0 12-15 0 Globoso; liso MEA verde sulcado,
reverso amarelo

Biverticilado, CYA 25°C
CCDCA 11389 26-28 33-35 0 28-30 0 Subgloboso; finamente rugoso amarelo sulcado, MEA
branco granulado

Biverticilado, CYA 25°C
verde escuro, MEA com
borda branca, fidlide
alongadas

CCDCA 11390 28-31 34-37 0 32-35 0 Elipsoidal; liso

Biverticilado, CYA 25°C
CCDCA 11391 26-28 33-35 0 28-30 0 Subgloboso; finamente rugoso amarelo sulcado, MEA
branco granulado

Biverticilado, CYA 25°C
CCDCA 11392 24-26 15-18 0 23-25 0 Elipsoidal; liso branco, MEA verde com
reverso amarelo

Biverticilado, MEA

CCDCA 11393 3-5 8-10 0 3-5 0 Globoso; finamente rugoso amarelado com exudado
VisSCoso
Biverticilado, CYA 25°C e
CCDCA 11394 30-32 29-31 0 5-7 0 Subgloboso; finamente rugoso MEA verde oliva com

reverso amarelo intenso
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Diametros das colénias (mm) Formato e textura
CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C dos conidios

Morfotipos Caracteristicas Tipicas

Biverticilado, pouguissimo
crescimento em CYA 25°C,
MEA branco com reverso
amarelo

CCDCA 11395 1-3 5-8 0 1-3 0 Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
verde sulcado, MEA branco
aveludado, conidioforo
rugoso

CCDCA 11316 48-50 48-50 0 41-43 26-30 Elipsoidal; finamente rugoso

Biverticilado, Cya 25°C
verde com exudado
CCDCA 11317 28-31 28-31 0 7-9 10--12 Subgloboso; finamente rugoso  roxo/avermelhado, MEA
verde oliva, crescimento em
CREA

Biverticilado, CYA 25°C
CCDCA 11314 14-16 15-17 0 14-16 0 Subgloboso; finamente rugoso branco sulcado, MEA
branco flocoso

Biverticilado, CYA 25°C
verde oliva com borda
branca, MEA branco
flocoso

CCDCA 11403 30-33 40-44 4-6 30-33 0 Elipsoidal; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
verde oliva com borda
branca, MEA branco
flocoso

CCDCA 11315 30-33 40-44 4-6 30-33 0 Elipsoidal; finamente rugoso

Biverticilado, verde claro
no CYA 25°C e verde
escuro no MEA,
centralmente branco

CCDCA 10731 29-33 15-18 0 3-5 0 Subgloboso; finamente rugoso
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Diametros das colénias (mm) Formato e textura
CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C dos conidios

Morfotipos Caracteristicas Tipicas

Monoverticilado, CYA
25°C e MEA alaranjado,
exudato presente, reverso
laranja intenso

CCDCA 11321 23-26 22-25 22-25 24-26 0 Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C e
CCDCA 11322 23-25 16-18 0 13-15 0 Subgloboso; finamente rugoso MEA verde escuro com
borda branca

Monoverticilado, CYA
25°C verde com esclerodios
laranja, MEA verde, ambos
com reverso laranja intenso

CCDCA 11323 29-32 18-20 0 20-22 0 Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
CCDCA 11324 23-25 30-33 13-15 30-33 0 Subgloboso; finamente rugoso  branco aveludado, MEA
verde escuro funiculoso

Monoverticilado, CYA
25°C e MEA verde com
reverso avermelhado,

CCDCA 11325 23-26 19-20 0 23-26 0 Subgloboso; finamente rugoso crescimento a 30°C com
exudado e pigmentcéo
soltvel avermelhada
Biverticidado, cya 25°C e
e MEA branco avelulado,
CCDCA 11326 22-25 24-27 0 22-25 0 Subgloboso; finamente rugoso

conidioforo finamente
rugoso
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Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura
dos conidios

Caracteristicas Tipicas

CCDCA 11327

42-45

29-33

20-24

42-44

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C,
30°C e MEA verde claro,
sulcado,aveludado

CCDCA 11328

43-45

45-49

27-29

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C

beje, MEA e CYA 30°C

verde escuro, conidiéforo
finamente rugoso

CCDCA 11329

27-29

29-32

15-18

positivo

Subgloboso; finamente rugoso

Monoverticilado, coloragéo

verde, MEA com reverso

laranja intenso, producéo de

acido

CCDCA 11406

18-24

14-16

14-16

Globoso; finamente rugoso

Monoverticilado, CYA
25°C cinza munto sulcado,
MEA verde aveludado com

reverso laranja

CCDCA 11330

44-48

45-47

57

37-39

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, coloragédo
verde, conidiéforo rugoso

CCDCA 11331

20-24

17-20

2--4

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, verde claro
no CYA 25°C e verde
escuro no MEA,
centralmente branco

CCDCA 11332

01--03

10--13

01--02

Globoso; finamente rugoso

Biverticilado, pouquissimo

crescimento em CYA 25°C,

formacao de exudato
viscoso no MEA
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Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura
dos conidios

Caracteristicas Tipicas

CCDCA 11333

22-25

22-15

0

16-19

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, coloragéo
marron com esclerddios,
conidi6foro rugoso

CCDCA 11407

29-33

15-18

3--5

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, verde claro
no CYA 25°C e verde
escuro no MEA,
centralmente branco

CCDCA 11334

33-35

18-22

14-17

Subgloboso; finamente rugoso

Monoverticilado, CYA
25°C e MEA verde com
esclerodios laranja, todos

reversos laranja intenso

CCDCA 11335

08--12

22-14

08--12

Subgloboso; finamente rugoso

Biveticilado, CYA 25°C
pequeno com centro verde,
fialides alongadas

CCDCA 11408

40-43

41-44

29-32

41-44

Subgloboso; finamente rugoso

Terverticilado, coloracéo
verde, conidi6foro rugoso

CCDCA 11336

43-45

43-45

43-45

Subgloboso; finamente rugoso

Terverticilado, coloracio
verde, conidiéforo rugoso

CCDCA 11337

15-18

21-24

20-24

Subgloboso; rugoso

Biverticilado,coloracédo
verde amarronzada,
aveludado, MEA com
reverso laranja intenso

CCDCA 11338

24-26

30-33

16-18

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, cya 25 verde
oliva com reverso amarelo
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Diametros das colénias (mm)

Formato e textura

Morfotibos  oya 25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C dos conidios

Caracteristicas Tipicas

Terverticilado, CYA 25°C
grande e branco,
conidioforo e conidios
muito rugosos

CCDCA 11339 43-46 39-43 0 43-46 0 Globoso; rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
CCDCA 11340 21-24 15-19 0 1--3 15-19 Subgloboso; finamente rugoso  sulcado, crescimento em
CREA

Terverticilado, CYA 25°C
grande e branco,
conidioforo e conidios
muito rugosos

CCDCA 11341 43-46 39-43 02--05 43-46 0 Globoso; rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
CCDCA 11342 21-24 15-19 0 1--3 15-19 Subgloboso; finamente rugoso  sulcado, crescimento em
CREA

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA verde escuro com
producdo de pigmentacéo
soltvel amarelada

CCDCA 11343 15-17 16-18 0 2--5 0 Subgloboso; finamente rugoso

Terverticilado, col6nias
amarelas, conidiéforo
rugoso e baixo crescimento
em CREA

CCDCA 11344 45-48 45-48 6--8 38-40 2--5 Subgloboso; finamente rugoso
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Diametros das colénias (mm)

Formato e textura

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA 25°C dos conidios Caracteristicas Tipicas

Morfotipos

Biverticilado, CYA 25°C
grande e branco com
exudato marrom, reverso
marrom

CCDCA 11345 46-49 45-48 3--5 44-46 0 Subgloboso; rugoso

Biverticilado, MEA com
pigment&o e reverso
marrom, formacao de

conidios em cadeia

CCDCA 11346 15-18 16-19 0 15-18 0 Subgloboso; rugoso

Biverticilado e
CCDCA 11347 12--15 22-24 0 13-16 0 Subgloboso; finamente rugoso monoverticilado, CYA
25°C branco e sulcado

Biverticilado, CYA 25°C
CCDCA 11348 15-17 23-26 3--5 15-17 0 Subgloboso; finamente rugoso branco, sulcado e
centralmente amarelo.

Biverticilado, CYA 25°C
verde escuro sulcado
CCDCA 11349 12--15 22-24 0 0 0 Subgloboso; finamente rugoso reverso amarelo escuro,
MEA granulado e amarelo,
conidi6foro rugoso

Monoverticilado, CYA
CCDCA 11350 29-33 28-32 1--3 3--6 0 Subgloboso; liso 25°C e MEA granulado
salmao

Monoverticilado, CYA
CCDCA 11351 20-24 20-24 0 20-24 0 Subgloboso; liso 25°C reverso salmao e
MEA granulado branco
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Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

Formato e textura

Caracteristicas Tipicas

CYA 25°C MEA 25°C CYA37°C CYA30°C CREA 25°C dos conidios
Biverticilado, MEA verde
CCDCA 11352 8--10 14--16 0 14-16 Subgloboso; finamente rugoso funiculoso, fialides
ampliforme
Biverticilado, MEA laranja
CCDCA 11353 4--6 20-22 0 4--6 Elipsoidal; liso com exudato laranja,
conidio elipsoidal
N, Biverticilado, cya e mea
CCDCA 11354 19-22 30-33 0 6--8 Cilindrico; liso verde musgo
Biverticilado, crescimento
. baixo em CYA 25°C, MEA
CCDCA 11355 1--3 10--12 0 1--3 Subgloboso; liso verde com exudado incolor
Viscoso
oy Biverticilado, MEA
CCDCA 11356 8--10 27-30 0 Subgloboso; liso granulado amarelo
Biverticidado, CYA 25°C
CCDCA 11357 28-31 32-35 0 28-31 Subgloboso; finamente rugoso  verde azulado com borda
branca
Biverticilado, verde bem
CCDCA 11358 24-26 29-33 0 24-26 Subgloboso; liso escuro em CYA 25°C, mea
amarelo granulado
Biverticilado, Cya 25°C
CCDCA 11359 15-17 28-32 0 16-20 Subgloboso; finamente rugoso  pequeno e sulcado, mea

azulado com bordas brancas
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Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura

1 Caracteristicas Tipicas
dos conidios

CCDCA 11360

28-31

28-31 0 7--9

10--12

Biverticilado, Cya 25°C
verde com exudado
roxo/avermelhado, MEA
verde oliva, crescimento em
CREA

Subgloboso; finamente rugoso

CCDCA 11361

24-26

24-25 4--7 24-26

4--7

Monoverticilado, CYA
25°C branco com reverso e
exudato marrom

Subgloboso; liso

CCDCA 11362

25-29

24-26 1--3 0

Monoverticilado, CYA
25°C e MEA branco com
centro amarelo

Subgloboso; finamente rugoso

CCDCA 11363

18-22

34-36 3--6 18-22

4--6

Biverticilado, CYA 25°C
branco com centro rosa
sulcado, MEA funiculoso
com producéo de
pigmentacao sollvel,
conidi6foro rugoso

Subgloboso; finamente rugoso

CCDCA 11364

25-29

24-26 0 1--3

Biverticilado, CYA 25°C
branco com centro amarelo,
MEA branco granulado

Globoso; liso

CCDCA 11365

28-30

33-35 0 27-29

Monoverticilado, CYA
25°C branco/amarelado,
conidios muito rugosos

Globoso; rugoso

CCDCA 11366

25-29

24-26 0 1--3

Biverticilado, CYA 25°C
branco com centro amarelo,
MEA branco granulado

Globoso; liso
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Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura
dos conidios

Caracteristicas Tipicas

CCDCA 11367

14-16

15-17

0

14-16

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA branco com reverso
amarelo

CCDCA 11368

14-16

15-17

14-16

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA branco flocoso com
reverso amarelo

CCDCA 11369

30-33

40-44

4--6

30-33

Elipsoidal; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
verde oliva com borda
branca, MEA branco
flocoso

CCDCA 11370

14-16

15-17

14-16

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
branco sulcado, MEA
branco flocoso

CCDCA 11409

20-22

16-18

9--10

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C

cinza sulcado, MEA branco

flocoso

CCDCA 11371

9--12

9--12

Subgloboso; finamente rugoso

Monoverticilado,CYA 25°C

e MEA verde oliva com
reverso vermelho

CCDCA 11372

45-49

44--48

34-37

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
branco com reverso
vermelho, MEA salmao,
conidioforo rugoso

CCDCA 11373

12--15

11--14

12--15

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado,CYA 25°C e
MEA verde escuro sulcado
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Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura

1 Caracteristicas Tipicas
dos conidios

CCDCA 11374

48-50 48-50 0 41-43

26-30

Biverticilado, CYA 25°C
verde sulcado, MEA branco
aveludado, conidioforo
rugoso

Elipsoidal; finamente rugoso

CCDCA 11375

18-20 21-24 0 21-24

Biverticilado, CYA 25°C

sulcado com centro rosa,

reverso rosa, MEA branco
granulado

Subgloboso; rugoso

CCDCA 11376

7--10 20-22 0 06--8

o

Biverticilado, CYA 25°C
pequeno e verde, MEA
verde com borda branca,
conidioforo rugoso

Subgloboso; finamente rugoso

CCDCA 11377

1--3 5--8 0 1--3

o

Biverticilado, pouquissimo
crescimento em CYA 25°C,
MEA branco com reverso
amarelo

Subgloboso; finamente rugoso

CCDCA 11378

15-19 15-19 0 15-19

Biverticilado, CYA e MEA
branco aveludado com
reverso vermelho intenso

Subgloboso; finamente rugoso

CCDCA 11410

24-27 22-24 0 0

Biverticilado, CYA 25°C
verde sulcado, reverso
salmado, MEA branco
granuloso

Subgloboso; liso
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Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura
dos conidios

Caracteristicas Tipicas

CCDCA 11380

44-46

37-39

0

28-30

Globoso; liso

Biverticilado, CYA 25°C
amarelo claro com exudado
marrom, reverso amarelo
intenso

CCDCA 11381

48-53

47-52

38-40

Elipsoidal; liso

Monoverticilado, CYA
25°C e MEA verde com
borda branca, produgéo de
acidos

CCDCA 11382

24-27

22-24

24-27

Elipsoidal; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA branco, conidi6foro
rugoso

CCDCA 11383

28-30

33-35

35-37

Globoso; liso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA verde com borda
branca

CCDCA 11384

47-50

45-47

45-47

Elipsoidal; finamente rugoso

Terverticilado, CYA 25°C
branco/amarelado muito
sulcado, conidi6foro rugoso

CCDCA 11385

26-28

22-25

12--15

Globoso; liso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA verde sulcado,
reverso palha

CCDCA 11386

28-30

33-35

35-37

Globoso; liso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA verde com borda
branca
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Morfotipos

Diametros das colénias (mm)

CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C

Formato e textura
dos conidios

Caracteristicas Tipicas

CCDCA 11387

26-28

22-25

0

12--15

0

Globoso; liso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA verde sulcado,
reverso amarelo

CCDCA 11388

26-28

22-25

12--15

Globoso; liso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA verde sulcado,
reverso amarelo

CCDCA 11389

26-28

33-35

28-30

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
amarelo sulcado, MEA
branco granulado

CCDCA 11390

28-31

34-37

32-35

Elipsoidal; liso

Biverticilado, CYA 25°C
verde escuro, MEA com
borda branca, fidlide
alongadas

CCDCA 11391

26-28

33-35

28-30

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
amarelo sulcado, MEA
branco granulado

CCDCA 11392

24-26

15-18

23-25

Elipsoidal; liso

Biverticilado, CYA 25°C
branco, MEA verde com
reverso amarelo

CCDCA 11393

3--5

8--10

3--5

Globoso; finamente rugoso

Biverticilado, MEA
amarelado com exudado
VisScoso

CCDCA 11394

30-32

29-31

5--7

Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C e
MEA verde oliva com
reverso amarelo intenso
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Diametros das colénias (mm) Formato e textura
CYA25°C MEA25°C CYA37°C CYA30°C CREA25°C dos conidios

Morfotipos Caracteristicas Tipicas

Biverticilado, pouquissimo
crescimento em CYA 25°C,
MEA branco com reverso
amarelo

CCDCA 11395 1--3 5--8 0 1--3 0 Subgloboso; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
verde sulcado, MEA branco
aveludado, conidioforo
rugoso

CCDCA 11316 48-50 48-50 0 41-43 26-30 Elipsoidal; finamente rugoso

Biverticilado, Cya 25°C
verde com exudado
CCDCA 11317 28-31 28-31 0 7--9 10--12 Subgloboso; finamente rugoso  roxo/avermelhado, MEA
verde oliva, crescimento em
CREA

Biverticilado, CYA 25°C
CCDCA 11314 14-16 15-17 0 14-16 0 Subgloboso; finamente rugoso branco sulcado, MEA
branco flocoso

Biverticilado, CYA 25°C
verde oliva com borda
branca, MEA branco
flocoso

CCDCA 11403 30-33 40-44 4--6 30-33 0 Elipsoidal; finamente rugoso

Biverticilado, CYA 25°C
verde oliva com borda
branca, MEA branco
flocoso

CCDCA 11315 30-33 40-44 4--6 30-33 0 Elipsoidal; finamente rugoso

Biverticilado, verde claro
no CYA 25°C e verde
escuro no MEA,
centralmente branco

CCDCA 10731 29-33 15-18 0 3--5 0 Subgloboso; finamente rugoso
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APENDICE C - Morfologia dos isolados de canga.
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Legenda: A. CCDCA 11396, CCDCA 11321, CCDCA 11322 e CCDCA 11323; B. CCDCA 11324, CCDCA 11325, CCDCA 11326 e CCDCA 11327; C.
CCDCA 11328, CDCA 11329, CCDCA 11330 e CCDCA 11331; D. CCDCA 11332, CCDCA 11333, CCDCA 11407 e CCDCA 11334.
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Legenda: A. CCDCA 11335, CCDCA 11336, CCDCA 11337 e CCDCA 11338; B. CCDCA 11339, CCDCA 11340, CCDCA 11343 e CCDCA 11344; C.
CCDCA 11345, CCDCA 11346, CCDCA 11347 e CCDCA 11348; D. CCDCA 11350, CCDCA 11351, CCDCA 11353 e CCDCA 11354.
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APENDICE E - Morfologia dos isolados de canga.
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Legenda: A. CCDCA 11355, CCDCA 11357, CCDCA 11360 e CCDCA 11361; B. CCDCA 11362, CCDCA 11363, CCDCA 11365 e CCDCA 11366; C.
CCDCA 11367, CCDCA 11369, CCDCA 11370 e CCDCA 11409; D. CCDCA 11371, CCDCA 11372, CCDCA 11373 e CCDCA 11374,
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APENDIC F - Morfologia dos isolaos de canga.

CCDCA 11387, CCDCA 11388, CCDCA 11389 e CCDCA 11392; D. CCDCA 11393, CCDCA 11394, CCDCA 11406 e CCDCA 11408.
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APENDICE G - Morfologia dos isolados de canga.

LJ : 2 :“g. s '-'

; 1% 4

Legenda: A. CCDCA 11341, CCDCA 11349, CCDCA 11352 e CCDCA 11356; B. CCDCA 11358, CCDCA 11359, CCDCA 11368 e CCDCA 11378; C.
CCDCA 11383, CCDCA 11386, CCDCA 11390 e CCDCA 11317; D. CCDCA 11402, CCDCA 11392, CCDCA 11406 e CCDCA 11393.
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Legenda: A. CCDCA 11340, CCDCA 10731, CCDCA 11314 e CCDCA 11316; B. CCDCA 11358, CCDCA 11359, CCDCA 11368 e CCDCA 11378; C.
CCDCA 11383, CCDCA 11386, CCDCA 11390 e CCDCA 11317; D. CCDCA 11402, CCDCA 11319, CCDCA 11406 e CCDCA 11404.
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APENDICE | - Resultado das analises filogenéticas dos isolados de Aspergillus.

Isolado Calmodulina Beta_l- Secao Espécie
tubulina
CCDCA11379 X X Cervini Aspergillus sp.
CCDCA11318 X Fumigati Aspergillus aureola
CCDCA11319 X Fumigati Aspergillus aureola
CCDCA11386 X Fumigati Aspergillus aureola
CCDCA11396 X X Usti Aspergillus pseudoustus

APENDICE J - Resultado das analises filogenéticas dos isolados de Talaromyces.

Beta-

Isolado RPB2 tubulina Secao Espécie
CCDCA11364 X Talaromyces Talaromyces angelicus
CCDCA11363 X Talaromyces Talaromyces angelicus
CCDCA11375 X Talaromyces Talaromyces sp.
CCDCA11352 X Talaromyces Talaromyces sp.
CCDCA11350 X Talaromyces Talaromyces sp.
CCDCA11324 X Talaromyces Talaromyces sp.
CCDCA11326 X Talaromyces Talaromyces sp.
CCDCA11316 X Talaromyces Talaromyces stollii
CCDCA11332 X Trachyspermi Talaromyces sp.
CCDCA11393 X Islandici Talaromyces sp.

APENDICE K - Resultado das analises filogenéticas dos isolados de Penicillium.

Beta-

Isolado RPB2 tubulina Secao Espécie
CCDCA 11369 X X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11403 X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 1133 X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11315 X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11384 X X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11372 X X Lanata-divaricata Penicillium onobense
CCDCA 11341 X X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11345 X X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11339 X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11408 X Lanata-divaricata Penicillium wotroi
CCDCA 11328 X Lanata-divaricata Penicillium wotroi
CCDCA 11327 X Lanata-divaricata Penicillium wotroi
CCDCA 11321 X Sclerotiora Penicillium sp.
CCDCA 11391 X Sclerotiora Penicillium sp.
CCDCA 11365 X Lanata-divaricata Penicillium daleae
CCDCA 11337 X Lanata-divaricata Penicillium daleae
CCDCA 11382 X Lanata-divaricata Penicillium daleae

99
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Isolado RPB2 tu%itl?aa Secéo Espécie
CCDCA 11344 X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11338 X X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11376 X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11359 X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11390 X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11388 X X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11387 X X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11389 X X Lanata-divaricata Penicillium sp.
CCDCA 11409 X X Ramosa Penicillium sp.
CCDCA 11333 X X Citrina Penicillium sp.
CCDCA 11404 X Citrina Penicillium citrinum
CCDCA 11383 X Citrina Penicillium cairnsense
CCDCA 11380 X Citrina Penicillium cairnsense
CCDCA 11394 X Citrina Penicillium cairnsense
CCDCA 11392 X Citrina Penicillium ubiguetum
CCDCA 11407 X Citrina Na&o resolvido
CCDCA 11331 X Citrina Na&o resolvido
CCDCA 11373 X Citrina Na&o resolvido
CCDCA 11340 X Citrina Na&o resolvido
CCDCA 11385 X Citrina Na&o resolvido
CCDCA 11367 X Exilicaulis Na&o resolvido
CCDCA 11323 X X Sclerotiora Penicillium austrosinicum
CCDCA 11334 X Sclerotiora Penicillium austrosinicum
CCDCA 11343 X Sclerotiora Penicillium herquei
CCDCA 11381 X Aspergilloides Na&o resolvido
CCDCA 11402 X Sclerotiora Penicillium bilaiae
CCDCA 11325 X Sclerotiora Penicillium adametzi
CCDCA 11342 X X Sclerotiora Penicillium adametzi
CCDCA 11368 X X Sclerotiora Penicillium sp.
CCDCA 11395 X X Cinnamopurpurea Penicillium sp.
CCDCA 11377 X X Cinnamopurpurea Penicillium sp.
CCDCA 11371 X X Cinnamopurpurea Penicillium lemhiflumine
CCDCA 11357 X Ramosa Penicillium virgatum
CCDCA 11406 X X Ramosa Penicillium virgatum
CCDCA 11370 X Ramosa Penicillium virgatum
CCDCA 11314 X Ramosa Penicillium virgatum
CCDCA 11358 X Paradoxa Penicillium sp.
CCDCA 11360 X Paradoxa Penicillium sp.
CCDCA 11317 X Paradoxa Penicillium sp.
CCDCA 11361 X Sclerotiora Penicillium lilacinoechinulatum
CCDCA 11362 X Sclerotiora Penicillium lilacinoechinulatum
CCDCA 11350 X Aspergilloides Penicillium longicatenatum
CCDCA 11323 X Paradoxa Penicillium atramentosum
CCDCA 11354 X Digitata Penicillium digitatum
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ARTIGO 2

NOVAS ESPECIES DE Aspergillus, Penicillium E Talaromyces ISOLADAS DO SOLO
DE CANGA BRASILEIRA

ARTIGO FORMATADO DE ACORDO COM A NBR 6022 (ABNT, 2003), COM
ADAPTACOES SEGUNDO O MANUAL DE NORMALIZACAO DA UFLA
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RESUMO

O solo é considerado um mosaico de micro-habitats devido a sua heterogeneidade e
complexidade, apresenta-se como um ecossistema muito rico, contendo uma grande
biodiversidade de microrganismos. A canga sdo formacBes originadas a partir de
concentragdo de compostos ferruginosos soldando materiais diversos, como resultado da
atuacdo intensa de fatores climéaticos sobre o material geoldgico. A descricdo de novas
espécies é sempre um desafio, sendo necessarias técnicas diversas para credibilizar a
apresentacdo de uma novidade taxonémica. Como parte de uma pesquisa sobre diversidade
em que 2029 fungos dos géneros Aspegillus, Penicillium e Talaromyces foram isolados do
solo de canga em Nova Lima, no estado de Minas Gerais - Brasil, nove novas espécies ndo
puderam ser atribuidas a nenhuma outra espécie descrita. Para as descri¢cbes taxonomicas
foram utilizadas técnicas de morfologia classica e analises filogenéticas. Os calculos de
filogenia foram gerados a partir de dados GenBank usando dados de dois loci (BenA e CaM)
para Aspergillus e (BenA e RPB2) para Penicillium e Talaromyces. Foram descritas uma
espécie do género Aspergillus secdo Cervini (A. novalimaensis), cinco espécies do género
Penicillium secdes Lanata-Divaricata, Citrina e Cinnamopurpurea (P. sulcatus, P.munimum,
P. asperosus, P. flavosus e P. minasgeraensis) e trés espécies do género Talaromyces, secdes
Talaromyces, Trachyspermi e Islandici (T. rosaceus, T.brasiliensis e T. viscosus). As
descri¢bes das novas espécies foram baseadas em aspectos de comparacdo filogenéticas e
morfologicas que as distiguiram de qualquer outra relatada até 0 momento.

Palavras-chave: Morfologia. Analise de multigenes. Filogenia. Taxonomia.
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1 INTRODUCAO

Os fungos sdo importantes componentes da microbiota edéfica, constituindo a maior
biomassa quando comparados a outros organismos dependendo das condic¢des nutricionais do
ecossistema (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; PAUL, 2015, SANTOS et al., 2008). No
entanto, apesar de sua imensa importancia nos solos de canga (couragas ferruginosas), eles
sdo provavelmente os organismos menos estudados, e sua biodiversidade é pouco conhecida.

Areas de canga sdo caracterizadas por complexos de solos que formam afloramentos
de rocha e resultam em grandes couracas que ocorrem na Serra dos Carajas, (PA), Caetité
(BA) e Morraria de Urucum (MS) e principalmente no Quadrilatero Ferrifero (MG) em uma
érea de cerca de 100 km? (CARMO, 2013; DORR, 1969; VIANA, 2016). Estas &reas est&o
associadas aos litotipos ricos em ferro e sdo designadas como formacdes ferriferas bandadas —
FFB, sendo o Brasil um dos locais com maior ocorréncia de FFB do planeta (CASTRO,
2008).

Até 2011, os géneros Aspergillus, Penicillium, Talaromyces estavam, entre outros,
compreendidos dentro da familia Trichocomaceae. Contudo, com a mudanca do novo Cddigo
Internacional de Nomenclatura para algas, fungos e plantas esta familia foi subdividida em:
Aspergillaceae (Aspergillus, Penicillium, Hamigera, Leiothecium, Monascus, Penicilliopsis,
Phialomyces, Sclerocleista, Warcupiella e Xeromyces), Trichocomaceae (Rasamsonia,
Sagenomella, Talaromyces, Thermomyces e Trichocoma) e Thermoascaceae (Byssochlamys,
Paecilomyces e Thermoascus) (HOUBRAKEN; SAMSON, 2011; PETERSON, 2012;
VISAGIE et al., 2014).

Gams et al. (1985) descreveu a secdo Cervini (Aspergillius) incluindo espécies com
conidiéforos radiados, curtos e unisseriados, e colénias com coloracdo de marrom claro a
rosado. Em 1964, Christensen e colaboradores atribuiram quatro espécies a esta secdo: A.
cervinus, A. kanagawaensis, A. nutans e A. parvulus. Com adventos das analises filogenéticas
baseada em multilocus as sequéncias mostraram que a sec¢do Cervini pertence ao subgénero
Fumigati juntamente com as se¢des Fumigati e Clavati, e mais seis espécies foram atribuidas
a secdo: A. acidohumus, A. christenseniae, A. novoguineensis, A. subnutans, A.
transcarpathicus e A. wisconsinensis (PETERSON et al., 2008; CHEN et al., 2016).

Morfologicamente, as espécies de Penicillium da se¢do Cinnamopurpurea sao bastante
semelhantes, todas produzem esporos subglobosos ou elipsoidais finamente rugosos,
conidioforos de paredes lisas normalmente monoverticilados, coldnias de crescimento lento,

muitas vezes com reverso marrom em alguns meios de cultura e apresentam nove espécies
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distintas. Ja a secdo Citrina inclui 56 espécies comumente encontradas no solo e possuem
membros importantes pela capacidade de produzir micotoxinas citrinina e citreoviridina
(HOUBRAKEN et al, 2011a).

Tradicionalmente, a taxonomia da secdo Lanata-Divaricata é complexa pela
semelhangas morfoldgicas entre espécies e variacdes dentro de uma espécie. Em 1979 Pitt
sinonimizava um grande nimero de espécies com P. janthinellum e P. simplicissimum.
Somente com a incorporacdo de DNA dados de sequéncia no conceito de espécie usado para
Penicillium, fomos capazes de resolver satisfatoriamente esses problemas e facilitar a
identificacdo deles. Isto € por causa das espécies mais claras inferidas das filogenias que
tornam as comparac6es morfoldgicas mais faceis (VISAGIE et al., 2015).

A secdo Trachyspermi (Talaromyces) inclui 16 espécies, tem crescimento restrito em
CYA, YES e DG18, desenvolvem um pouco mais rapido no MEA, sem crescimento para um
crescimento fraco no CREA. Algumas espécies produzem abundantes pigmentos vermelhos.
Conidioforos sdo geralmente biverticillate e algumas espécies produzem ascomatas amarelos.
Talaromyces atroroseus, T. minioluteus e T. albobiverticillius tém importancia
biotecnoldgica, com os seus pigmentos utilizados como corantes na industria de alimentos
(FRISVAD et al., 2013; YILMAZ et al., 2014; ROMERO et al., 2016; WANG et al., 2016;
LUO et al., 2016). Ja a secdo Islandici contém 33 espécies (CHEN., et al 2016; YILMAZ at al
2014; PETERSON; JURJEVIC, 2017) e normalmente as colfnias tem crescimento restrito e
proeminente micélio amarelo. Analises filogenéticas, de morfologia e extrolite revelaram que
T. variabilis, P. concavorugulosum e T. sublevisporus sdo sinébnimos de T. wortmannii
(YILMAZ et al., 2014). Esta secdo inclui espécies que produzem moléculas biotecnoldgicas
(por exemplo, T. variabilis e T. rugulosus) e sdo medicamente importantes (por exemplo, T.
piceus, T. columbinus e T. radicus) (BARTHOMEUF et al., 1991, PETRUCCIOLLI et al.,
1999; HORRE et al. 2001, DE VOS et al., 2009, PETERSON; JURJEVIC, 2013).

O objetivo deste estudo foi, portanto, propor e descrever nove novas espécies dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces comparando-as com especies descritas

anteriormente usando caracteres culturais, microscopia e analises filogenéticas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados utilizados no estudo

As culturas foram isoladas do solo de canga (couracas ferruginosas) da cidade de
Nova Lima, Minas Gerais — Brasil e foram cedidas pela Colecdo de Cultura do Departamento
de Ciéncias dos Alimentos (CCDCA). Além disso, estas culturas também estdo depositadas

na Colecdo Micologica de Lavras (CML).

2.2 Caracterizacdo morfologica

A cultura monosporica foi inoculada em trés pontos equidistantes em CYA (PITT,
1979), YES (FRISVAD, 1981), MEA (SAMSON et al., 2010), DG18 (HOCKING; PITT,
1980) e CREA (FRISVAD, 1981) em Placas de Petri de vidro de 9 cm contendo 20 mL de
meio e incubadas a 25°C (CYA, YES, MEA, DG18, CREA) e 30°C e 37°C (CYA)
(VISAGIE et al., 2014). Depois de sete dias de incubacéo, os didmetros das col6nias nos
varios meios de cultura foram medidos. A densidade de esporulacdo, frente e reverso, a
coloracdo das colbnias, a presenca ou a auséncia de exsudato e a producdo de pigmentos
soltveis foram observados. Colénias foram fotografadas com uma camera Nikon SMZ1500.
As espécies foram caracterizadas microscopicamente pela preparagdo de laminas de MEA. O
acido latico foi usado como fluido de montagem, e as quantidades em excesso de conidios
foram lavadas com etanol. Os isolados foram examinados usando um microscopio ZEISS
AxioSkop 2 plus e o pacote de software Nikon NIS-Elements D foi usado para capturar

fotografias e fazer medicdes. As imagens adquiridas foram editadas usando o Corel Draw X7.

2.3 Extracdo de DNA, PCR e analises filogenéticas

A cepa foi cultivada em Agar de Batata-dextrose e a biomassa foi colhida em tubo de
centrifuga de 1,5 mL. O DNA total da cepa foi extraido utilizando o método CTAB (DOYLE;
DOYLE, 1991). Os genes B-tubulina (BenA) e calmodulina (CaM) (VISAGIE et al., 2014)
foram amplificadas usando um GoTaq Colorless Master Mix (Promega) em T100 Thermal
Cycler (Bio-Rad) e as condiges de ciclo foram: 94°C durante 2 min, 40 ciclos de 94°C por 30
s, 54°C por 30 s e 72°C por 40 s, e uma extensdo final a 72°C por 4 min, gerando fragmentos
de aproximadamente 500 pb. A amplificacdo do gene RPB2 foi iniciada por um periodo de 5
min a 95°C seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 2 minutos a 50°C com um aumento de

0,2°C por segundo para 72°C, 2 minutos a 72°C e uma extenséo final de 10 minutos a 72°C. A
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partir da amplificacdo foram gerados produtos de aproximadamente 950 pb. As regifes
génicas foram sequenciadas em um sequenciador 3500 XL (Applied Biosystems).

As sequéncias bidirecionais de DNA para cada regido foram montadas pelo software
SegAssem (HEPPERLE, 2004). As sequéncias foram comparadas com as depositadas em
BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), e as sequéncias tipo adicionais de isolados de outras
espécies de Aspergillus, Penicillium e Talaromyces foram obtidas de GenBank, NCBI. As
sequéncias foram alinhadas usando ClustalW implementado no MEGA5.1 (TAMURA et al.,
2011). Os alinhamentos foram depositados em TreeBASE. As andlises maximas de
parcimonia (MP) foram realizadas usando MEGADS5.1 para cada uma das trés regides de genes
e para os conjuntos de dados combinados. A estabilidade do clado foi avaliada com 1.000
replicacbes de bootstrap. A andlise de MP foi realizada sob o modelo de reversdo de
nucleotideos, com heterogeneidade de taxa de gama e uma propor¢do de sitios invariantes
(GTR + G + 1). As sequéncias de Aspergillus pseudoustus (IBT 28161), Aspergillus ustus
(CBS 26167), Talaromyces aculeatus (CBS 28948) e Talaromyces palmae (CBS44288)
foram selecionadas como outgroup. As sequéncias de DNA geradas neste estudo serdo

depositadas no GenBank.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises filogenéticas de Aspergillus

N&o houve conflitos entre as topologias das arvores de BenA e CaM, entdo um
conjunto de dados concatenado foi construido com sequéncias das duas regiGes para gerar
arvores filogenéticas de MP. A andlise das sequéncias parciais de BenA continha 492
caracteres. Destes, 191 informativos. Uma de oito arvores foram geradas (Comprimento=220,
indice de Conciesténcia C1=0.859091 e indice de Retencdo RI=0.813253). Na analise das
sequéncias parciais de CaM, 527 caracteres foram analisados, sendo destes 181 informativos.
Uma de seis arvores foram geradas (Comprimento=249, indice de Conciesténcia
CI1=0.843373 e indice de Retencdo R1=0.816901). A analise combinada das sequéncias das
duas regides foi congruente com as andlises individuais (Comprimento=473, indice de
Conciesténcia C1=0.843552 e indice de Retencio R1=0.804749).

As analises filogenéticas revelaram que a cepa CCDCA11379 esta agrupada na secéo
Cervini, distinta de outras espécies nesta secdo e também a mais basal (FIGURAS 1 e 2).

Recentemente a secdo Cervini foi revisada e divididas em dez taxas: A. cervinus, A.
kanagawaensis, A. nutans, A. parvulus, A. acidohumus, A. christenseniae, A. novoguineensis,
A. subnutans, A. transcarpathicus e A. wisconsinensi. Tradicionalmente a segdo Cervini era
diferenciada por conidi6foros unisseriados, radiados ou colunares e curtos, de cor castanha. A
morfologia dessa secdo é muito semelhante e os isolados atribuidos a essas espécies sdo
frequentemente identificados erroneamente (CHEN et al., 2016). As espécies da secdo Cervini
s&0, em sua grande maioria, isoladas do solo, e ja foram encontradas em paises como: Africa
do Sul (MASSEE, 1914), Nova Zelandia (NEILL, 1939, DI MENNA et al., 2007), Maléasia e
EUA (CHRISTENSEN; FENNELL 1964, SMITH, 1961), Japdo (NEHIRA, 1951) Ucrania e
Russia (USHAKOVA et al., 1974, BUIAK et al., 1978) Australia (MCLENNAN et al., 1954),
Turquia (ILHAN e ASAN 2001) Argentina (MAGNOLLI et al., 1998). Entretanto essa se¢éo €
economicamente menos importante e ndo muito estudada, principalmente por apresentarem
poucos isolados ligados a patologias humana e & producdo de moléculas bioativas (HUBKA
etal., 2012; PHOEBE et al., 1978; CHAO et al., 1979).

Aspergillus novalimaensis sp nov. entra como a taxa mais basal das arvores
filogenéticas superando a espécie A. acidohumus. Entretanto, essas duas espécies
compartilham uma caracteristica morfologica bastante distinta das outras espécies da se¢do

gue é o crescimento quase nulo em CYA 25°C e se assemelha a A. novoguineensis pelas
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caracteristicas das colénias em MEA com textura aveludada, esporula¢do densa, conidios em
massa de cor marrom rosado. Além disso, A. novalimaensis sp nov. apresenta conidiéforos
radiados diferentes das espécies A. nutans. A. parvulus, A. christenseniae e A. subnutans
(CHEN et al., 2016).

A grande maioria das espécies da secdo Cervini foram isoladas de solos, assim com a
espécies descritas neste artigo. Os solos de canga sdo altamente distréficos e ligeiramente
acidos. Ambas as caracteristicas sdo consequéncia do avancado grau de intemperismo
responsavel pela intensa lixiviacdo de nutrientes e cargas elétricas (SCHAEFER, 2008),
propriedade que é compartilnada com o solo no qual foi isolado A. acidohumus em Guizhou,
China.

CaM e BenA funcionam bem como identificacdo secundéaria na separacdo de espécies
de Aspergillus (PETERSON, 2008, SAMSON et al., 2014) e apresentam sequéncias unicas
para todas as espécies dessa secdo (CHEN et al., 2016), inclusive para A. novalimaensis.

Assim, a descrigdo de A. novalinaensis contribui para o conhecimento da diversidade
de fungos de um tipo de solo até entdo ndo estudado nesse sentido, e da se¢do Cervini, que
apresenta espécies tdo importantes em solo de todo 0 mundo, confirmando a necessidade de

proteger habitats naturais, como as areas de canga.
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Figura 1 - Arvore filogenética de méaxima parcimonia inferida das sequéncias concatenadas
BenA que mostram as relagdes filogenéticas do isolado com espécies do género
Aspergillus. Os valores de bootstrap séo indicados em porcentagem acima e abaixo dos
internddios e, somente valores acima de 70% sdo indicados. Os tipos de isolados séo
designados com sobrescrito T.

CBS 53865t Aspergillus kanagawaensis

CBSr 90696 Aspergillus novoguineensis

CBS 13661t Aspergillus parvulus
CBS 41364+ Aspergillus wisconsinensis

CBS 42368 Aspergillus transcarpathicus
CBS 53765t Aspergillus cervinus Segéo Cervi
89 L CBS 1215671 Aspergillus nutans

CBS 122567 Aspergillus christenseniae
CBS 1293861 Aspergillus subnutans
CBS 141577+ Aspergillus acidohumus

CCDCA 11379 Aspergillus novalimaensis sp. nov.

= IBT 28161+ Aspergillus pseudoustus
100L CBS 26167+ Aspergillus ustus

Figura 2 - Arvore filogenética derivada de analise Bayesiana das sequéncias concatenadas
(BenA e CaM) que mostram as relacOes filogenéticas do isolado com espécies do género
Aspergillus. Os valores de bootstrap sdo indicados em porcentagem acima e abaixo dos internédios
e, somente valores acima de 70% sdo indicados. Os tipos de isolados sdo designados com sobrescrito
T.

CBS 13661+ Aspergillus parvulus
CBS 121567 Aspergillus nutans
NRRL 47531 Aspergillus parvulus

CBS 41364t Aspergillus wisconsinensis

CBS 42368t Aspergillus transcarpathicus

CBS 12256+ Aspergillus christenseniae S e G 5 o Ce rvini

CBS 12938671 Aspergillus subnutans

CBS 538651 Aspergillus kanagawaensis

CBSt 90696 Aspergillus novoguineensis
CBS141577+ Aspergillus acidohumus

CCDCA 113797 Aspergillus novalimaensis sp. nov.

100

98

e IBT 28161+ Aspergillus pseudoustus
100 L— CBS 261671 Aspergillus ustus

20

3.2 Analises filogenéticas de Penicillium

A comparagdo filogenética segrega cinco novas espécies das ja descritas de
Penicillium. Estas estdo agrupadas nas sec@es Citrina, Cinnamopurpurea e Lanata-Divaricata
(FIGURAS 3 e 4). As espécies deste género representadas no filograma obtiveram 95-100 %

de suporte por probabilidade posterior (pp.) e bootstrap acima de 70 %. No seu conjunto, quer
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0 individuo ou a analise combinada dos dois genes, suporta P. sulcatus, P. minimum P
minasgeraensis, P. asperosus e P. flavosus como novas espécies.

Penicillium sulcatus sp.nov. apresenta grande quantidade de cleitotécios, e seu
crescimento em YES o distingue de todas espécies filogeneticamente préximas, com coldnias
muito grandes e sulcadas, além de produzir pigmentacdo sollvel amarela. Seis espécies, além
de Penicillium sulcatus sp. nov., formaram cleistotécio dentro da se¢éo Citrina: P. shearii, P.
euglaucum, P. anatolicum, P. argentinense, P. tropicum e P. tropicoides. Estes cleistotécios
apresentam tons acinzentados a amarronzados e muitas vezes levaram mais de seis semanas
para amadurecer. Os ascosporos dessas espécies sao elipsoidais, com duas cristas equatoriais
e a parede de textura que varia de finamente rugosa (P. anatolicum, P. tropicum), lisas (P.
tropicoides) ou reticulada (P. argentinense, P. euglaucum) (HOUBRAKEN et al., 2011b).

Penicillium muminus sp.nov. leva esse nome por apresentar crescimento muito restrito
em todos meios de cultura em que foi cultivado, tem conidiéforos monverticilados e lisos.
Morfologicamente, as espécies da secdo Cinnamopurpurea sdo bastante semelhantes, e
produzem esporos subglobos e elipsoidais finamente rugosos, conidiéforos monoverticilados
gue podem ser ou ndo divaricatos, com paredes lisas e coldnias de crescimento lento, muitas
vezes com um marrom reverso em alguns meios de culturas. Os conidi6foros de P.
shennongjianum e P. ellipsoideosporum se diferem de P. minimum sp. nov e da maioria das
outras espécies pois ndo sdo vesiculados (PETERSON et al., 2015). P minasgeraensis, P.
asperosus e P. flavosus pertencem a secdo Lanata-Divaricata, que abrange espécies com
conidioforos geralmente biverticilados, que podem conter um alongamento do eixo principal e
outro que divergem do eixo para formar uma vértice assimétrica. Como resultado, 0s
conidioforos podem ser interpretados como monoverticilados, embora na maioria dos casos
sejam conidiéforos divergentes bivariantes ramificados (também denominados divaricato).
Este grupo de espécies € comumente isolado do solo (THOM 1930; RAPER; THOM 1949;
PITT 1979; CHRISTENSEN et al., 2000), mas alguns sdo frequentes em folhas podres
(HOUBRAKEN et al., 2011).
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Figura 3 - Arvore filogenética derivada de analise Bayesiana das sequéncias de BenA que
mostram as relacOes filogenéticas dos isolados com espécies do género Penicillium. Os
valores de bootstrap sdo indicados em porcentagem acima e abaixo dos internddios e, somente
valores acima de 70% sdo indicados. Os tipos de isolados sdo designados com sobrescrito T.

CCDCA 11384 Penicillium minasgeraensis sp. nov.
CCDCA 11369 Penicillfum minasgeraensis sp. nov.
CBS 33859 Penicillium paraherquei

CBS 253551 Penicillium brasilianum

(CBS 174811 Penicillium onobense

CCDCA 11341 Penicillium asperosus sp. nov.

100 L CCDCA 11345 Penicillium asperosus sp. nov.

CBS 211281 Penicitium daleae

CBS1 113178 Penicitium penarojense

CBS 126216 Penicilium vanderhammenii
CCDCA 11338 Penicillium flavosus sp. nov.
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Figura 4 - Arvore filogenética derivada de analise Bayesiana das sequéncias concatenadas
(BenA e RPB2) que mostram as relacfes filogenéticas dos isolados com espécies do género
Penicillium. Os valores de bootstrap sdo indicados em porcentagem acima e abaixo dos internédios
e, somente valores acima de 70% sdo indicados. Os tipos de isolados sdo designados com sobrescrito
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3.3 Analises filogenéticas de Talaromyces

Trachyspermi, Islandici e Talaromyces sdo as se¢Oes que agregam as novas
espéecies: Talaromyces brasiliensis, Talaromyces viscosus e Talaromyces rosaceus,
respectivamente. As analises foram realizadas para revelar as relacdes filogenéticas das novas
espécies com putativos outros representantes do género Talaromyces. As analises apresentam
apoio estatistico bem suportado nos nds, com valores de pp. acima de 70 % e bootstrap de 95-
100 % (FIGURAS 5 e 6).

Talaromyces brasiliensis sp. nov. (se¢cdo Trachyspermi) caracteriza-se por ser
filogeneticamente relacionado com T. albobiverticillius, T. rubrifaciens, T. solicola, T.
erythromellis e T. heeheensis. A secdo Trachyspermi foi estabelecido para espécies que
crescem restrito em CYA, YES e DG18, um pouco mais rapido em MEA e mal em CREA.
Conididforos sdo biverticilados e Ascomata. Se presente, tem uma cor creme branca ou
amarela e Talaromyces brasiliensis se encaixa bem na descri¢do (YAGUCHI et al., 1996).

Talaromyces viscosus sp. nov. (secdo Islandici) esta intimamente relacionado a T.
yelensis com T. tratensis, apresentando normalmente crescimento restrito em CYA, exsudado
amarelo viscoso em MEA, auséncia de ascos, conididforos biverticilados e lisos e conidios
elipsoidais com paredes rugosas. De um modo geral, as espécies dessa se¢do que sdo capazes
de crescer a temperatura de 37°C, podem ser consideradas um risco como agentes patogénicos
oportunistas. Talaromyces allahabadensis, T. columbinus, T. islandicus, T. piceus, T. radicus,
T. subaurantiacus e T. yelensis podem crescer a 37°C e algumas cepas de T. wortmannii
(YILMAZ et al., 2016). Alguns casos de patdgenos oportunistas para T. piceus e T. radicus
foram relatados anteriormente (HORRE et al., 2001; DE VOS et al., 2009).

Talaromyces rosaceus (secdo Talaromyces) tem como espécie mais proxima
Penicillium galapagense, entretanto suas morfologias sdo completamente distintas, P.
galapagense produz esporos bem caracteristicos com formato elipsoidal, além de coldnias
sem tons rosas como visto em T. rosaceus sp. nov.. Espécies dessa secdo normalmente
produzem ascomata amarelo, e que ocasionalmente podem ser brancas, rosadas ou
avermelhadas. Sdo também comumente isoladas do solo, ambientes internos, humanos e
produtos alimentares (YILMAZ et al., 2014).
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Figura 5 - Arvore filogenética derivada de analise Bayesiana das sequéncias das sequéncias
concatenadas (BenA e RPB2) que mostram as relacfes filogenéticas dos isolados
com especies do género Talaromyces. Os valores de bootstrap sdo indicados em
porcentagem acima e abaixo dos internddios e, somente valores acima de 70% sdo
indicados. Os tipos de isolados s&o designados com sobrescrito T
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Figura 6 - Arvore filogenética derivada de analise Bayesiana das sequéncias de BenA que
mostram as relacGes filogenéticas dos isolados com espécies do género Talaromyces. Os
valores de bootstrap sdo indicados em porcentagem acima e abaixo dos internodios e, somente
valores acima de 70% sdo indicados. Os tipos de isolados sdo designados com sobrescrito T.
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3.4 TAXONOMIA

Aspergillus novalimaensis S.C. Souza, S.S.Costa, L.R. Batista sp. nov.
MycoBank: MB 811447 (FIGURA 7).

Etimologia: O epiteto especifico refere-se a localidade onde foi isolado, Nova Lima - Brasil.
Género Aspergillus, secao Cervini.

Diagnostico: Aspergillus novalimaensis ndo cresce em CYA 25, 30 e 37°C, e cresce muito
restrito em YES, DG18. Se assemelha ao A. acidohumus por ndo apresentar crescimento em
CYA entretanto se difere pelo crescimento ter em MEA sem sulco e mais aveludado.

Tipo: Nova Lima, Minas Gerais - Brasil, solo de canga, setembro de 2015, isolado por S. C.
Souza. (CCDCA11379, CML 3999 — cultura tipo).

Sequéncias: BenA = MG913382; CaM = MG913383.

Diametros das colonias: 7 d (mm): CYA 25°C néo cresce; CYA 30°C néo cresce; CYA
37°C ndo cresce; MEA 25°C 23-25; DG18 25°C 15-19; YES 25°C 7-9; CREA néo cresce.

Caracteristicas das colonias: CYA 25°C, 7 d: ndo cresce. MEA 25°C, 7 d: colbnias
moderadamente planas; margens inteiras; branco do micélio; textura aveludada; esporulacéo
densa, conidios em massa cor marrom rosado; pigmentos solUveis ausentes; exsudato ausente;
reverso marrom amarelado. YES 25°C, 7 d: coldnias moderadamente profundas, sulcadas;
margens inteiras; branco do micélio; flocoso de textura; esporulacdo ausente; pigmentos
solUveis ausentes; exsudatos ausentes; reverso bege. DG18 2°C, 7 d: coldnias moderadamente
profundas, planas; margens inteiras; micélio branco; textura aveludado; esporulacdo ausente;
pigmentos sollveis ausentes; exsudatos ausentes; reverso creme para branco; CREA 25°C, 7

d: sem crescimento.

Micromorfologia: Conidioforos eretos, radiados e unisseriados, paredes lisas, marrom
amarelado, 50-65 x 5,0-7,5 um; vesiculas globosas, 14-18 um, fidlde hialina em forma
cilindrica, 4- 6 x 1-2 um; conidio globoso e liso, marrom rosado formado em cadeias, 2-3,5

pm; Ascomata nao produzido.
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Figura 7 - Aspergillus novalimaensis (CCDCA 13379).

Legenda culturas com sete dlas‘ da esquerda para a direita; A- C verso CYA MEA, YES; D-F
reverso, CYA, MEA, dg18; G. MEA (lupa); H e J conididforos; 1. conidios.
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Pencillium minasgeraensis S.C. Souza, S.S.Costa, L.R. Batista sp. nov. (FIGURA 8).

Etimologia: O epiteto especifico refere-se a localidade onde foi isolado, Minas Gerais -
Brasil.

Género Penicillium, secdo Lanata-Divaricata.

Diagnostico: Penicillium minasgeraensis apresenta conidiéforo muito rugoso e crescimento
rapido em CYA e MEA.

Tipo: Nova Lima, Minas Gerais, Brasil, solo de canga, setembro de 2015, isolado por S. C.
Souza. (CCDCA11369, CML 3992 - cultura tipo).

Diametros das colonias: 7 d (mm): CYA 25°C 44-50; CYA 30°C 43-48; CYA 37°C 2-5;
MEA 25°C 45-51; DG18 25°C 23-55; YES 25°C 35-40; CREA sem crescimento.

Caracteristicas das col6nias: CYA 25°C, 7 d: coldnias baixas e moderadamente sulcadas e
radiais, margens baixas, estreitas e brancas; micélio branco, textura flocosa; esporulacéo de
moderada a densa, conidios abundantes e verdes, exsudato e pigmentacdo sollvel ausentes,
reverso palha. CYA 30 °C, 7 d: colbnias baixas, pouca esporulacdo, textura aveludada;
micélio branco; textura flocosa; conideos verdes; exsudato e pigmentacdo sollvel ausentes,
reverso palha. CYA 37°C, 7 d: coldnias profundas, radialmente sulcada e concava; margens
moderadamente profundas, estreitas, irregulares; micélio branco, esporulacdo ausente;
exsudado ausente, pigmento sollvel ausente, reverso de branco a palha. MEA 25°C, 7 d:
col6nias aveludadas com bordas regulares; micélio branco com textura flocosa; esporulacdo
moderadamente densa, conidios verde acinzentados; exsudado ausente, pigmento soldvel
ausente, reverso amarelo intenso. YES 25°C, 7 d: colbnias baixas, sulcadas radialmente, com
um anel parecido devido a areas esporulantes e ndo esporulantes, mas menos 6bvias do que as
da CYA,; margens baixas, estreitas; micélio branco; textura flocosa; esporulacdo escassa a
moderada, conidios verde acinzentados, exsudado ausente, pigmento solGvel ausente, reverso
amarelo. DG18 25°C, 7 d: coldnias moderadamente profundas, planas; margens inteiras;
micelio branco; textura aveludada; esporulacdo ausente; pigmentos solUveis ausentes;

exsudatos ausentes; reverso creme para branco. As colénias ndo produzem acido.

Micromorfologia: Conidiéforos bi e terverticillate, muitas vezes com ramos subterminais

produzidos, rugosos; ramos 180-750 x 3-4,5 um; ramos, ramos divergentes, 6- 40 x 3-4,5 pum;
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métulas 3-6 um, conidioforo, 8-20 x 2,5-4,5 um, conidios subgloboso e finamente rugoso, 2-

3,5 um.

Figura 8 - Penicillium minasgeraensis (CCDCA 13369).
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Legenda culturas com sete dlas da esquerda para a d|re|ta A-C verso, CYA, MEA, YES; D-F
reverso, CYA, MEA, YES; G. CREA, H. conidios; I. conidiéforos.
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Pencillium asperosus S.C. Souza, S.S.Costa, L.R. Batista sp. nov. (FIGURA 9).

Etimologia: O epiteto especifico vem do latim e refere-se /a caracteristica espinhora dos
conidioforos.

Género Penicillium, secdo Lanata-Divaricata.

Diagndstico: Penicillium asperosus apresenta exudato laranja e reverso marrom no CYA.
Tipo: Nova Lima, Minas Gerais, Brasil, solo de canga, setembro de 2015, isolado por S. C.
Souza. (CCDCA11345, CML 3993 — cultura tipo).

Diametros das colonias: 7 d (mm): CYA 25°C 45-51; CYA 30°C 44-50; CYA 37°C 5-9;
MEA 25°C 34-38; DG18 25°C 26-30; YES 25°C 19-23; CREA 3-5.

Caracteristicas das colénias: CYA 25°C, 7 d: crescimento muito rapido, coldnias baixas,
textura flocosa, esporulacao baixa e com bordas regulares, reverso marrom, exudatos marrom
a laranja. CYA 30°C, 7 d: colbnias baixas, pouca esporulacdo, textura aveludada; micélio
branco; textura flocosa; conideos verdes; exudato e pigmentacdo sollvel ausentes, reverso
palha. MEA 25°C, 7 d: col6nias moderadamente planas; margens inteiras; branco do micélio;
textura aveludada; esporulacdo mediana, conidios verdes oliva a cinza; pigmentos solUveis
ausentes; exsudato ausente; reverso amarelado. YES 25°C, 7 d: coldnias moderadamente
planas; margens inteiras; branco do micélio; textura aveludada; esporulacdo mediana,
conidios verdes oliva a cinza; pigmentos sollveis ausentes; exsudato ausente; reverso palha,
semelhante ao MEA. DG18 25°C, 7 d: coldnias moderadamente profundas, planas; margens
inteiras; micélio branco; textura aveludada; esporulacdo ausente; pigmentos sollveis ausentes;

exsudatos ausentes; reverso creme para branco. N&o produz acido.

Micromorfologia: Conidioforos predominantemente biverticillate, stipes varidvel em
comprimento de 20-200 um, paredes espinhosas, 2,0-3,0 um de largura. Métulas em vértices
de 2-3 com comprimento desigual, divaricado, ligeiramente inflamado no apice, 10-20 x 2,0-
4,0 um, fialides ampuliformes, 6.0-8.0 x 2-3 um. Conidios globosas espinhosos, 2,3-2,8 um

de didmetro.
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Figura 9 - Penicillium asperosus (CCDCA 13345).
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Legenda: culturas com sete dias, da esquerda para a direita: A-C verso, CYA, MEA, YES; D-F

reverso, CYA, MEA, YES; G. CYA 30°C; H. conidios; I. conidioforos.
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Pencillium flavosus S.C. Souza, S.S.Costa, L.R. Batista sp. nov. (FIGURA 10).

Etimologia: O epiteto especifico vem do latim e refere-se a coloracdo amarela do reverso em
CYA.

Género Penicillium, secdo Lanata-Divaricata.

Diagndstico: Penicillium flavosus apresenta esporulagdo intensa e reverso amarelo intenso
em CYA.

Tipo: Nova Lima, Minas Gerais, Brasil, solo de canga, setembro de 2015, isolado por S. C.
Souza. (CCDCA11338, CML 3994 — cultura tipo).

Diametros das colbnias: 7 d (mm): CYA 25°C 23-25; CYA 30°C 20-23; CYA 37°C néo
cresce; MEA 25°C 38-43; DG18 25°C 19-24; YES 25°C 29-33; CREA 7-10.

Caracteristicas das col6nias: CYA 25°C, 7 d: crescimento muito restrito com colénias ndo
esporuladas e com bordas irregulares, reverso palha. MEA 25°C, 7 d: colbnias
moderadamente planas; margens inteiras; branco do micélio; textura aveludada; esporulacdo
mediana, conidios verdes oliva a cinza; pigmentos sollGveis ausentes; exsudato ausente;
reverso amarelado. YES 25°C, 7 d: col6nias moderadamente planas; margens inteiras; branco
do micélio; textura aveludada; esporulacdo mediana, conidios verdes oliva a cinza; pigmentos
sollveis ausentes; exsudato ausente; reverso palha, semelhante ao MEA. DG18 25°C, 7 d:
colénias moderadamente profundas, planas; margens inteiras; micélio branco; textura
aveludado; Esporulacdo ausente; pigmentos sollveis ausentes; exsudatos ausentes; reverso

creme para branco; CREA 25°C, 7 d: crescimento restrito.

Micromorfologia: Conidioforos nascidos de hifas de superficie ou aéreas, stipe ramificada
35-60 x 3-4 um, com paredes lisas, biverticilado, métulas 4-6 um, fialides ampuliformes 2-3

um com coluna curta, conidios apiculato 2,5-3 pum com parede rugosa.
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Figura 10 - Penicillium flavosus (CCDCA 13338).
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Legenda: culturas com sete dias, da esquerda para a direita: A-C verso, CYA, MEA, YES; D-F
reverso, CYA, MEA, YES; G. CREA, H. conidios; I. conidiéforos.
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Penicillium sulcatus S.C. Souza, S.S.Costa, L.R. Batista sp. nov. (FIGURA 11).

Etimologia: O epiteto especifico refere-se a caracteristica da colonia sulcada no meio de
cultura YES.

Género Penicillium, secéo Citrina.

Diagndstico: Aspergillus sulcatus produz muita quantidade de cleitotécios, e o crescimento
em YES observa-se bem maior que qualquer espécie proxima.

Tipo: Nova Lima, Minas Gerais, Brasil, solo de canga, setembro de 2015, isolado por S. C.
Souza. (CCDCA 11333, CML 3991 — cultura tipo).

Sequéncias: BenA = MG913356; CaM = MG913355.

Diametros das col6nias: 7 d (mm): CYA 25°C 24-26; CYA 30°C ndo cresce; 19-22; CYA
37°C nao cresce; MEA 25°C 24-25; DG18 25°C 19-22; YES 25°C 47-51; CREA 17-19.

Caracteristicas das col6nias: CYA 25°C, 7 d: Esporulacdo ausente ou discreta em isolados
frescos, e esporulacdo moderada a boa em culturas mantidas por mais tempo de cultura,
conidios verde acinzentados, cleistotecia abundantemente, amarelo palido quando jovem,
ficando marrom-caramelho, micelio claro ou amarelo, exsudado produzido em grandes
goticulas de cor clara, pigmento solGvel ausente, margem inteira, reverso palha a bege. MEA
25°C, 7 d: esporulacdo discreta e ndo influenciando a cor da col6nia, cleistotécios abundantes
marrom-caramelos, pigmentacdo e exsudatos ausentes. YES 25°C, 7 d: esporulacdo ausente
ou fraca em uma semana, cleistotécios abundantes, conidios cinza-verdes, micélio branco ou
bege claro, pigmentacdo solivel em amarelo-laranja, reverso amarelo escuro, exsudato
ausente. DG18 25°C, 7 d: esporulacdo abundante, conidios verdes escuros, micélio branco,
pigmentos sollveis e exsudatos ausentes, reverso palha a bege; CREA 25°C, 7 d: crescimento

fraco em producao de acidos.

Micromorfologia: Cleistotécia produzido na maioria dos meios de cultura, amarelo-marrom
quando jovem, tornando-se marrom em seguida; globoso ou subgloboso com até 200 pum
diam, ocasionalmente maior. Conidiéforos predominantemente biverticillate, estipes variaveis
em comprimento 20-200 um, paredes lisas, 2,0-3,0 um de largura. Métulas em vértices de 2-3,
de comprimento desigual, divaricado, ligeiramente inflamado no apice, 10-20 x 2,0-4,0 pum.
fialides ampuliformes, 6.0-8.0 x 2-3 um. Conidios globosos, completamente lisos, 2,3-2,8 um

de didmetro.
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Figura 11 - Penicillium sulcatus (CCDCA 13333).
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Legenda: culturas com sete dias, da esquerda para a direita: A-C verso, CYA, MEA, YES; D-F
reverso, CYA, MEA, YES; G. DG18; H.CYA (lupa); I. MEA (lupa); J. conidi6foro; K. cleistotécio; L
conidios.
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Pencillium minimum S.C. Souza, S.S.Costa, L.R. Batista sp. nov.
MycoBank: MB 811467 (FIGURA 12).

Etimologia: O epiteto especifico vem do latim e refere-se ao crescimento muito restrito em
todos 0s meios de cultura testados.

Género Penicillium, secdo Cinnamopurpurea.

Diagnostico: Aspergillus minimum cresce muito restrito em CYA e 0 reverso ndo € marrom
avermelhado como a maiorias das espécies proximas.

Tipo: Nova Lima, Minas Gerais, Brasil, solo de canga, setembro de 2015, isolado por S. C.
Souza. (CCDCA11395, CML 3995 — cultura tipo).

Sequéncias: BenA = MG913312; CaM = MG913313.

Diametros das colonias: 7 d (mm): CYA 25°C 1-3; CYA 30°C ndo cresce; CYA 37°C nédo
cresce; MEA 25°C 5-8; DG18 25°C 5-8; YES 25°C 4-6; CREA 3-5.

Caracteristicas das col6nias: CYA 25°C, 7 d: crescimento muito restrito com colonias ndo
esporuladas e com bordas irregulares, reverso palha. MEA 25°C, 7 d: colbnias
moderadamente planas; margens inteiras; branco do micélio; textura aveludada; esporulacdo
mediana, conidios verdes oliva a cinza; pigmentos sollGveis ausentes; exsudato ausente;
reverso amarelado. YES 25°C, 7 d: col6nias moderadamente planas; margens inteiras; branco
do micélio; textura aveludada; esporulacdo mediana, conidios verdes oliva a cinza; pigmentos
sollveis ausentes; exsudato ausente; reverso palha, semelhante ao MEA. DG18 25°C, 7 d:
coldénias moderadamente profundas, planas; margens inteiras; micélio branco; textura
aveludada; esporulacdo ausente; pigmentos sollveis ausentes; exsudatos ausentes; reverso

creme para branco; CREA 25°C, 7 d: ndo produz &cido.

Micromorfologia: Conidiéforos monoverticilados; estipes variaveis em comprimento 20-200
um, paredes finamente rugosas, 2,0-3,0 um de largura. Fialides ampuliformes, 6.0-8.0 x 2-3

um. Conidios globosos, completamente lisos, 2,3-2,8 um de didmetro.
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Figura 12 - Penicillium minimum (CCDCA 13395).
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Legenda: culturas de sete dias, da esquerda para a direita: A-C verso, CYA, MEA, YES; D-F reverso,

CYA, MEA, YES; G. CREA; H e J conidiéforos; I. conidios.
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Talaromyces brasiliensis S.C. Souza, S.S.Costa, L.R. Batista sp. nov. (FIGURA 13).

Etimologia: O epiteto especifico refere-se ao pais onde foi isolado - Brasil.

Género Talaromyces, se¢do Trachyspermi.

Diagnostico: Aspergillus brasiliensis tem crescimento restrito e apresenta exsudatos viscosos
em MEA.

Tipo: Nova Lima, Minas Gerais, Brasil, solo de canga, setembro de 2015, isolado por S. C.
Souza. (CCDCA11332- holotype, CML 3998 — cultura tipo).

Sequéncias: BenA = MG91342; CaM = MG913353.

Diametros das colonias: 7 d (mm): CYA 25°C 1-3; CYA 30°C ndo cresce; CYA 37°C nédo
cresce; MEA 25°C 18-22; DG18 25°C 3-5; YES 25°C 3-5; CREA ndo cresce.

Caracteristicas das colonias: CYA 25°C, 7 d: ndo cresce. MEA 25°C, 7 d: colbnias
moderadamente planas; margens inteiras; branco do micélio; textura aveludada; esporulacdo
escassa, conidios verdes; pigmentos sollveis ausentes; exsudato claro e viscoso; reverso
marrom amarelado. YES 25°C, 7 d: colénias moderadamente profundas, sulcadas; margens
inteiras; branco do micélio; flocoso de textura; esporulacdo ausente; pigmentos sollveis
ausentes; exsudatos ausentes; reverso bege. DG18 25°C, 7 d: colbnias moderadamente
profundas, planas; margens inteiras; micélio branco; textura aveludado; esporulacdo ausente;
pigmentos sollveis ausentes; exsudatos ausentes; reverso creme para branco; CREA 25°C, 7

d: sem crescimento.

Micromorfologia: Conidi6foros biverticilado, paredes lisas, marrom amarelado, 50-65 x 5,0-
7,5 um; vesiculas globosas, 14-18 um, fialide hialina em forma cilindrica, 4- 6 x 1-2 um;

conidio globoso e liso, 2-3,5 um; Ascomata nao produzido.
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Legenda: culturas de sete dias, da esquerda para a direita: A-C verso, CYA, MEA, YES; D-F reverso,
CYA, MEA, YES; G. DG18; H.CREA; I. conidios; J. MEA (lupa); K. conidiéforo.

Figura 13 - Talaromyces brasiliensis (CCDCA 13332).
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Talaromyces viscosus S.C. Souza, S.S.Costa, L.R. Batista sp. nov. (FIGURA 14).

Etimologia: O epiteto especifico vem do latim e refere-se a caracteristica viscosa do exsudato
produzida nos meios de culturas MEA e YES.

Género Talaromyces, secéo Islandi.

Diagnostico: Talaromyces viscosus.

Tipo: Nova Lima, Minas Gerais, Brasil, solo de canga, setembro de 2015, isolado por S. C.
Souza. (CCDCA11393, CML 3996 — cultura tipo).

Sequéncias: BenA = MG913382; CaM = MG913383.

Diametros das col6nias: 7 d (mm): CYA 4-6; CYA 30°C 7-9; CYA 37°C néo cresce; MEA
25°C 11-14; DG18 25°C 5-7; YES 25°C 9-11; CREA sem crescimento.

Caracteristicas das col6nias: CYA 25°C, 7 d: CYA 25°C, 7 d: colbnias moderadamente
profundas; margens baixas e inteiras; micélio branco a amarelado; textura flocosa;
esporulacdo ausente; pigmentos sollveis ausentes; exsudados claros e viscosos; reverso
branco a amarelado. MEA 25°C, 7 d: Colonias com margens profundas e inteiras; Micelio
branco a amarelo; textura flocosa; esporulacdo escassa; pigmentos sollveis ausentes; exsudato
amarelo e muito viscoso; reverso amarelo. YES 25°C, 7 d: coldnias margens baixas e inteiras;
micélio branco a amarelo; textura muito flocosa; esporulacdo ausente; pigmentos solliveis
ausentes; pouco exsudato amarelo; reverso palha. DG18 25°C, 7 d: colénias com margens
baixas e inteiras; micélio branco a amarelo; textura flocosa; esporulacdo ausente; pigmentos

soltveis ausentes; exsudatos ausentes; reverso amarelo. CREA 25°C, 7 d: sem crescimento.

Micromorfologia: Conididforos biverticilado, ramos subterminais as vezes presentes; stipes
com paredes lisas, 60-190 x 2,5-3,5 um; ramos de até 30 um de comprimento; métula de 4-6 x
2,5-3,5 um; fialides ampuliformes, terminando em um poro apical fino, 2-4 x 0,5- 1 um;

Conidios lisos, subglobosos a amplamente elipsoidal, 2,5-3,5 x 2,5-3 um.
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Figura 14 - Talaromyces viscosus (CCDCA 13393).
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Legenda: culturas de sete dias, da esquerda para a direita: A-C verso, CYA, MEA, YES; D-F reverso,
CYA, MEA, YES; G. CREA; H. YES (lupa); I. conidios; J. MEA (lupa); K. conidioforo.



131

Talaromyces rosaceus S.C. Souza, S.S.Costa, L.R. Batista sp. nov. (FIGURA 15).

Etimologia: O epiteto especifico vem do latim e refere-se a caracteristica das colénias de
coloragéo rosa.

Género Talaromyces, secdo Talaromyces.

Diagnostico: Talaromyces rosaceus apresenta coloracdo rosada em suas colonias.

Tipo: Nova Lima, Minas Gerais, Brasil, solo de canga, setembro de 2015, isolado por S. C.
Souza. (CCDCA11375, CML 3997 — cultura tipo).

Sequéncias: BenA = MG913345; CaM = MG913343.

Diametros das colonias: 7 d (mm): CYA 15-18; CYA 30°C 17-20; CYA 37°C nao cresce;
MEA 25°C 21-25; DG18 25°C 5-7; YES 25°C 21-24; CREA sem crescimento.

Caracteristicas das col6nias: CYA 25°C, 7 d: CYA 25°C, 7 d: colbnias moderadamente
profundas; margens baixas e inteiras; micélio branco a amarelado; textura flocosa;
esporulacdo ausente; pigmentos solUveis ausentes; exsudados ausentes; reverso amarelado
com centro marrom a rosa escuro. MEA 25°C, 7 d: colonias com margens profundas e
inteiras; micélio branco a amarelo; textura flocosa; esporulacdo escassa; pigmentos sollveis
ausentes; exsudato amarelo e muito viscoso; reverso amarelo. YES 25°C, 7 d: colbnias
margens baixas e inteiras; micélio branco a amarelo; textura muito flocosa; esporulacdo
escassa; conidios rosas pigmentos sollveis ausentes; exsudato ausente; reverso palha. DG18
25°C, 7 d: coldnias com margens baixas e inteiras; micélio branco a amarelo; textura flocosa;
esporulacdo ausente; pigmentos sollveis ausentes; exsudatos ausentes; reverso amarelo.
CREA 25°C, 7 d: sem crescimento.

Micromorfologia: Conidioforos biverticilados, subterminais ramos as vezes presentes; stipes
com paredes finamente rugosas, 60-190 x 2,5-3,5 um; métula 8-11 x 2,5-3,5 um; fidlides

ampuliformes, 8-10 x 2,5-3 um; Conidios apiculados, subglobosos, 2,5-3,5 X 2,5-3 um.
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Figura 15 - Talaromyces rosaceus (CCDCA 13375).

Legenda: culturas de sete dias, da esquerda para a direita: A-C verso, CYA, MEA, YES; D-F reverso,
CYA, MEA, YES; Ge I CYA 30°C; H. CREA,; J. conidios; K. conidiéforo.
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4 CONCLUSAO

O presente estudo forneceu filogenias das espécies pertencentes a diferentes se¢des
dentro dos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces relatando nove novas espécies.
Representa uma pequena proporcao de fungos ndo descritos de areas de canga, ambientes tao

peculiares e de potencial inestimavel para novas descobertas.
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