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RESUMO

Este estudo foi realizado com o intuito de carézdere identificar 124
isolados de fungos dos géneraspergillus, Penicilliune Talaromycesobtidos
no Brasil a partir de substratos comsolo, sedimento marinho, liteira e
sementesjepositados na Colecédo Micolégica de Lavras CMDdpartamento
de Fitopatologia da UFLA. Os isolados foram culfioa em meio MEA e CYA
a 25 °C por sete dias no escuro. Foram selecioreglis®lados dos trés géneros
para analise por MALDI-TOF. Representantes dos agugefinidos pelo
dendrograma gerado através dos espectros de nosaasadubmetidos a analise
de filogenia molecular, utilizando sequéncias dou$o RPB2. Outros 26
isolados, que nao foram analisados por MALDI-TO6&tam identificados
diretamente pela filogenia com sequéncias de RPBI& analise dos espectros
de MALDI-TOF foram diferenciados 17 grupos distmtde Aspergillus 16
grupos dePenicillium e 10 grupos deTalaromyces A analise filogenética
baseada em RPB2, incluindo sequéncias de matépi@al como referéncia
permitiu a identificacdo de 20, 19 e 12 espéciesdsjeergillus Penicillium e
Talaromyces respectivamente. Ambas as técnicas empregadasrager
resultados congruentes e diferenciaram um totadbldespécies, sendo 20 de
Aspergillus 19 dePenicilliume 12 deTalaromycesOs resultados obtidos neste
estudo confirmaram a utilidade da técnica de MAODIF em distinguir
espécies dentro dos trés géneros. Assim, estaaéamive como ferramenta para
a triagem de isolados depositados em cole¢desdgicak, e, em conjunto com
a filogenia molecular, pode ser empregada na fitagéo de isolados visando a
validagdo de um banco de dados de espectros. @mnstg a presenca de
grande diversidade de espécies no Brasil, sendmsvdessas ainda sem registro
formal de ocorréncia.

Palavras-chave: Trichocomaceae. |dentificacdog€iia molecular.
Prote6mica



ABSTRACT

This study aimed to characterize and identify 1®4iss of the genera
Aspergillus, Penicilliumand Talaromycesobtained in Brazil from substrates
such as soil, marine sediment, litter, and seedschmvere deposited in the
Colecdo Micoldgica de Lavras - CML, Departamento Eigopatologia,
Universidade Federal de Lavras. Isolates were gamwiWEA and CYA at 25°C
in the dark. A set of 98 strains from the threeggarwas selected for MALDI-
TOF analysis. Representative strains of groupsndefiby the dendrogram
generated through the mass spectra were submdtethalysis of molecular
phylogeny using sequences of the locus RPB2. @fiestrains, not previously
analyzed by MALDI-TOF, were identified directly ghylogeny with RPB2
sequences. The analysis of MALDI-TOF spectra distished 17 groups in
Aspergillus 16 in Penicillium and 10 groups ifrfalaromyces Phylogenetic
analysis, including ex-type sequences as referatiogyed for the identification
of 20, 19, and 12 species dfspergillus Penicillium and Talaromyces
respectively. Both techniqgues employed provided gooent results,
distinguishing 20 species iAspergillus 19 in Penicillium and 12 species in
Talaromyces The results confirm the utility of MALDI-TOF toistinguish
species within the three genera. Thus, this tecienigerves as a tool for
screening mycological collections and, combinedhwaiylogeny, may be used
for the identification of strains to validate spattiatabases.

Keywords: Trichocomaceae. Identification. Molecupaylogeny. Proteomics.
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CAPITULO 1

Introducéo Geral

1 INTRODUCAO

A diversidade de espécies Aspergillus Penicillium e Talaromyces os
guais pertencem a ordem Eurotiales, familia Triohtmaceae,é bastante
estudada devido aos seus impactos, que afetana &widana de muitas formas:
como agentes infecciosos de humanos e animaisppmdacdo de micotoxinas
e antibidticos, e por meio a producdo fermentatieaalimentos, produtos
guimicos e farmacéuticos (Houbraken e Samson, Zxdiqgch et al., 2009).

A familia Trichocomaceae foi estudada extensivameutilizando
caracteres fenotipicos. Atualmente, diferentesitésntém sido introduzidas
para auxiliar nas decisdes taxondmicas deste gtegongos como a analise de
metabdlitos secundarios e analise de sequénciadlde(Houbraken e Samson,
2011, Peterson, 2012).

As investigacbes sobre os limites entre espédiesfungos e as
concepgbes metodoldgicas para delimita-las témasigdWamente discutidas no
meio cientifico. Na literatura micoldgica, trés ceitos de espécie sé&o
predominantes: o conceito morfolégico de espéciddSQ), onde o
reconhecimento de espécies é baseado em caracterieddgicos; o conceito
biolégico de espécie (BSC), no qual o reconhecimdrtespécies baseia-se no
isolamento reprodutivo, e o conceito filogenétiam espécie (PSC), no qual
espécies sdo diagnosticadas com base em uma alidade comum
compartilhada, baseada em sequéncias de DNA. O td®Csido o conceito
pelo qual as espécies de fungos séo classificataggriamente, devido a facil

aplicabilidade, porém torna-se problematico devido variabilidade dos
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caracteres morfolégicos. No BSC, a auséncia defasgasexuada reconhecivel
em muitas espécies de fungos faz com que sua gidicseja impraticavel. Os
problemas associados com a aplicacdo da MSC e BBflirgos, juntamente

com o0 surgimento da sistematica molecular teériexgerimental nas duas
Ultimas décadas, resultaram na crescente popularida PSC (Rokas et al.,
2007; Taylor et al., 2000).

Recentemente, a taxonomia polifasica tem sidodalda e indica um tipo
de consenso taxondmico, onde diferentes estratégiesldgicas, fisioldgicas e
ecologicas sao integradas e utilizadas para coafirou dar suporte as
inferéncias filogenéticas obtidas com diferentescaores génicos (Peterson,
2012; Samson e Varga, 2009).

A regido génica ITS nternal Transcribed Spaceaio rDNA tem sido
recentemente escolhida comarcodeoficial para diagnose de fungos, pois seus
conjuntos deprimerssao acessiveis para a amplificacdo dos fragmepet&sNA
e, desta forma é a regido mais amplamente seqdenpara fungos. Mas a
regido ITS também apresenta limitagBes, pois muitezes ndo €
suficientemente variavel para fazer a identificag@oespécies estreitamente
relacionadas. Assim, deve ser utilizada com preéaa(i¢ilmaz et al., 2014).

Recentemente a técnica de espectrometria de mdssssada na
Dissociacéo/lonizacdo por Laser Auxiliada por Magianalise por Tempo de
Voo (MALDI-TOF) representou uma abordagem fenotpiadicional para
classificar os microrganismos. Esta técnica prapoec resultados precisos e
reprodutiveis e que na maioria dos casos sao atanueis com identificacdo por
métodos moleculares. Assim, MALDI-TOF é uma podarfesramenta para ser
utilizada na taxonomia polifasica (Croxatto et2011).

A técnica é baseada nas analises de perfis ddmastgerados a partir
da co-cristalizagdo da amostra microbioldégica eude matriz polimérica,

submetidas a curtos pulsos de laser no espect@aeimassas. Essas particulas
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vaporizadas conduzem a ionizagdo das proteinassobmais microbianas que
sdo aceleradas e analisadas por tempo de voo| depende da massa e grau de
ionizacdo dessas particulas proteicas. Os espgrttmcos obtidos constituem
um fingerprinting Unico para uma determinada espécie. Assim, osEspale
massa obtidos séo utilizados para gerar agrupamdatamostras com base em
métodos de estatistica multivariada, e também s&azenados em bancos de
dados, o que permite futuras comparacdes com revastras e identificacéo
de isolados (Croxatto et al., 2011; Wieser, 2012).

Neste contexto, os isolados dos génefspergillus Penicillium e
Talaromyes pertencentes a Colecdo Micoldgica de Lavras (CMbjam
submetidos a analise por MALDI-TOF. Os perfis deeesros proteicos gerados
foram utilizados para classificacdo dos isoladosgeapos, dos quais foram
escolhidos representantes para a identificacao fifmgenia molecular. Os
agrupamentos gerados por ambas as técnicas forapacados e 0s espectros

obtidos futuramente seréo utilizados para validalgiom banco de espectros.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Morfologia e taxonomia deAspergillus

Micheli (1729) introduziu 0 nome genériéapergillus A caracteristica
microscopica que define este género é o seu cdémidiGGemelhante a um
aspergillum ou asperge, um objeto utilizado petracida Igreja Catdlica para
aspergir agua benta durante uma parte da lituBgmr(et, 2010; Gibbons e
Rokas, 2013).

O génerdAspergillusfoi subdividido por Raper e Fennell (1965) em 18
grupos, de acordo com as caracteristicas morf@egi€Como a categorizacédo
em grupos ndo tem qualquer status nomenclaturamsGat al. (1985)
introduziram nomes de subgéneros e secBedAspergillus Entretanto, em
varias sec¢bes do género, muitas variacdes moréalggicorrem, resultando em
esquema taxondmico pouco objetivo (Samson etG§,2014).

O ramo ereto de hifas em desenvolvimento da cékilpé denomina-se
conidiéforo, que amplia no seu apice para formaa amedondada ou eliptica
vesicula. Na area fértil da vesicula sdo formadaséulas conidiogénicas,
métulas e fidlides.Quando posicionadas sobre as métulas as fialides sa
denominadas bisseriadas e quando partem diretamdate vesiculas
caracterizam-se como unisseriadas; produzem cadeiggs de esporos
mitoticos, denominados conidios ou conidiésporaguia 1) (Bennet, 2010).

Outras estruturas morfol6égicas Uteis para a ideagfio, além dos
conidioforos, incluem cleistotécio, esclerédio esomsadas a este, as células
Hulle. O cleistotécio e o eslerddio sao estrutieabadas e esféricas que podem
ser abundantes em uma coléniafdpergillus O cleistotécio é caracteristico do
estagio sexual reprodutivo, e contém os ascospométicos no interior do
asco. O esclerodio, por ouro lado, ndo contém esps®xuais, € composto por
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massas de micélio arredondado e sua funcdo retas®mrma sobrevivéncia em

condi¢cBes adversas de desenvolvimento (Bennet)2010

Columnar Radial

P
J
W

Figura 1. Morfologia do conidiéforo despergillus
Fonte:http://www.uprm.edu/biology/profs/betancourtc/Labprgilosis.htm

Célula «pies

Aproximadamente um terco das espéciessigergillustambém possui
a forma sexuada descrita, associada a ndo menos lduegéneros:
Chaetosartorya Emericella  Eurotium  Fennellig  Hemicarpenteles
Neocarpenteles Neopetromyces Neosartorya Petromyces Sclerocleista e
Warcupiella os quais refletem diferencas ndo s6 na morfolofgastotecial,
mas também diferem amplamente em fisiologia e g@ld&sses géneros de
estado sexual foram validamente publicados em s/&vasides no Caédigo
Internacional de Nomenclatura Botanica. Atualmecten a adocdo do sistema
Unico de nome para os fungos, o génAspergillus foi atribuido para as
espécies da forma sexuada e assexuada. Assinmbzfes comd\eosartorya
Emericella Eurotiume Petromycesao sinonimizados cospergillus(Geiser
et al., 2009; Taylor et al., 2011; Pitt e Tayldd]12; Samson et al., 2014).

Ao longo do o século XX, o numero de espécies ndamade

Aspergillusaumentou. As espécies deste género foram publieadtualizadas
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em diversos manuais e monografias, fundamentadosaesateres fenotipicos.
Atualmente, com base em estudos filogenéticos eendb sequéncias dos loci
calmodulina, rDNA, RPB1, RPB2, Tsrl e Cct8, o géragrresenta cerca de 339
espécies formalmente descritas (Peterson et d8;2Bamson et al., 2014,
Houbraken e Samson, 2011), agrupadas em quatrérsetog e 19 secles. A
classificacdo fenotipica de subgéneros e secdessponde em grande parte
com as atuais filogenias publicadas (Houbrakenl.et2814; Samson et al.,
2014). Apesar das pesquisas de longa data, o sisiemda estqd em estado de
fluxo devido aos recentes estudos de filogenia cotde e quimiotaxondmicos

(Samson e Varga, 2009; Samson et al., 2014).

2.2 Morfologia e taxonomia dePenicillium e Talaromyces

A denominagdoPenicillium é derivada de penicillus, que significa
“pequeno pincel”’. O géner®enicillium € caracterizado pela producédo de
conidios em cadeias a partir de verticilos dasdé&l Os conidios apresentam
geralmente tons de verde escuro que partem datefiabs quais tém pescocos
retos curtos e paredes lisas. As fidlides podearigmar diretamente sobre uma
estipe ou em uma, duas ou trés estruturas de sélalsustentacdo: a métula,
gue sustenta a fialide e um ou dois ramulos, qneatam o conjunto fialide-
métula a estipe. Se ha apenas um verticilo dedésglio conidiéforo é
monoverticilado. As espécies biverticiladas apresan geralmente dois
verticilos, que podem ou ndo ser simétricos, asficanbes terverticiladas e
guarterverticiladas incluem as espécies que téspentivamente, trés e quatro

verticilos (Figura 2) (Pitt, 2000).
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Metula
Branch/Ramus

Branch

Stipe

Figura 2. Morfologia dos conidiéforos &enicillium A) Monoverticilado, B e
C) Biverticilado, D) Terverticilado, E) Quartervieitado
Fonte: Visagie et al., 2014 (Adaptado).

O conhecimento do génemenicillium foi marcado pelos estudos
pioneiros de Delacroix (1891). Dierckx (1901) fopomeiro autor a propor 0s
subgénerosAspergilloides Biverticillium e Eupenicillium Os autores Thom
(1910), Westling (1911), Biourge (1923), Thom e f€hu(1926) e Zaleski
(1927) foram precursores em relagdo a utilizacaculeiras axénicas para a
classificacdo dos fungos. Muitas das técnicazatihis hoje podem ser tragadas
até estes micologistas (Houbraken e Samson, 2011).

Uma das mais importantes contribuicbes para o «imeato das
espécies do géneRenicilliumfoi a monografia “The Penicillia”, elaborada por
Thom (1930). Esse autor trouxe a estabilidade sédaspara a taxonomia do
género ao classifica-lo de forma ordenada em quditiedes (subgéneros) e
subdividindo cada divisdo em secdes e subsecOates]sgPitt 1979).
Posteriormente, esta monografia foi revisada p@eRa Thom (1949), que ndo
priorizaram as espécies teleomorficas, e depoisPfbi(1980), que introduziu
novos nomes, designou neétipos de muitas espé@efedicillium néo
tipificadas na revisdo feita por Raper e Thom ()948ém de tratar
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Eupenicilliumseparadamente denicillium e subdividir os antigos géneros em
oito séries (Houbraken e Samson, 2011).

O esquema taxondmico para anamorfo$deicillium foi inicialmente
baseado na forma da fialide e ramificacdo dos daifisidbs. Este esquema
taxondmico abordou anamorfos estritos, bem comandenorfos da fase sexual
das espécies deenicillium que foi entdo dividido em 10 secdes e 18 séries
(Houbraken e Samson, 2011).

De acordo com a classificacdo subgenérica de RifQ), as espécies
monoverticiladas de Penicilium foram classificadas no subgénero
Aspergilloides As espécies biverticiladas de arranjo irregutam as métulas
suportadas terminalmente e lateralmente a estipgmf classificadas no
subgénerd-urcatum ja as espécies biverticiladas de arranjo reggam as
métulas localizadas terminalmente a estipe, forlassificadas no subgénero
Biverticillium. As espécies anamoérficas do génEataromycesao classificadas
no subgéner8iverticillium.

EnquantoEupenicilliumé caracterizado por espécies que produzem um
firme ascocarpo cleistotecialJalaromycesé definido pela producdo de
gimnotécio macio, coberto por uma rede de hifagetagadas e o0s ascos
maduros sdo produzidos em cadeias (Samson e®hl).2

A delimitacdo, composi¢do de espécies e class#ictaxondmica deste
grupo foram modificadas em subsequentes monografiasiminando com o
reconhecimento generalizado do subgésaverticillium por meio da filogenia
molecular, que atualmente abrange espécies Tdaromyces espécies
anamoérficas d®enicillium biverticilados além de outras espécies estreitaanent
relacionadas com estes dois géneros (Samson 2051.; Houbraken e Samson,
2011).
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2.3 Padrdes culturais para identificacdo deAspergillus, Penicillium e

Talaromyces

Em estudos taxondmicos dRenicillium e Aspergillusos isolados séo
analisados e cultivados sob condicbes laboratorigiadronizadas.
Tradicionalmente, os meios de cultura empregados G2apek agar (CZ) e o
Extrato de malte (MEA), os quais atualmente contbfarentes formulacdes
(Samson et al., 2014).

Nas primeiras micrografias taxondmicas o meio Cizdpex era
utilizado, que contém sacarose como fonte de carkonitrato como fonte de
nitrogénio (Raper e Fennell, 1965). Posteriormerfteam introduzidos
caracteres fisiolégicos como o crescimento a 3@ &capacidade para crescer
em nitrito. Pitt (1980) expandiu essas condicOesota 5 °C e 37 °C, e a
capacidade para crescer em agar nitrato, glicesoba2(G25N). Este meio
proporciona uma atividade de agua reduzida e aécesp pertencentes ao
subgéneroBiverticillium apresentam crescimento mais restrito do que as
espécies de outros subgéneros. Além disso, focamjui um conjunto pré-
definido de mais meios de agar e um esquema dbagéo exata de 7 dias a 25
°C (Houbraken, 2013). Embora publicado ha mais@ar®s, a introducao de
um regime padronizado de inoculac¢éo, incubagéo tipificacdo de varias
espécies d@enicillium por Pitt (1980) ainda é considerado como a basz pa
muitos estudos deste género atualmente (Houbrakameon, 2011).

Atualmente os meios de cultura recomendados comdpdanto para
as espécies déenicillium como Aspergillus sdo Czapek levedura agar
autolisado (CYA) e de extratos de malte agar (MB&oid ou Difco) (Visagie
et al., 2014; Samson et al., 2014). Para a obs@vde caracteres taxondmicos
adicionais, meios de cultura alternativos podenuskzados, incluindo Czapek
agar (CZ), CYA a 20 % de sacarose (CY20S), MEA 20dé&b6 sacarose
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(MEA20S), extrato de levedura sacarose agar (YB®)pran glicerol agar 18
% (DG18), aveia agar (OA) e creatina sacarose @REA) (Visagie et al.,
2014; Samson et al., 2014). As temperaturas pgmn&oincubacao sao de 25 °C
durante 7 dias, com placas CYA adicionais a 30 8C3as quais sdo Uteis para
a distincao entre espécies (Visagial., 2014).

Meios de cultura como CY20S, ME20S e DG18 permitem
crescimento deAspergillus xeréfilos. ParaPenicillium DG18 e CYAS
fornecem, muitas vezes, informacdes Uteis no qaereBpeito as taxas de
crescimento em baixa e média atividade de agua.dPabos 0s géneros, 0 meio
YES é recomendado para estudos de perfilamentoetibgdiitos. As estruturas
sexuais, que podem oferecer valiosas informacdrsndanicas sdo mais
facilmente produzidas em meio OA, para melhoresltatos aveia organica e
ndo cozida deve ser utilizada. A produgdo de &iduidenciada pela mudanca
na coloracdo roxa para amarela em meio CREA tangsérambos 0s géneros
(Visagie et al., 2014; Samson et al., 2014).

As principais caracteristicas culturais utilizadaes identificacdo de
espécies deAspergillus Penicillium e Talaromycessdao a cor e textura da
colbénia, taxa de crescimento, tolerancia térmicay gle esporulagéo, presenca
de pigmentos sollveis e exsudados. A variacdo s@pes € muito grande
dentro da espécie e uma variedade de efeitoscarnis a fonte 4gar, agua ou
extrato de levedura, arejamento, temperatura, whajdaz e volume do meio
despejado nas placas pode afetar a morfologia @e2010; Visagie et al.,
2014). A presenca de cleistotécio ou gimnotéciogéamino de uma a trés
semanas e a aparéncia dos ascOsporos sao 0s gsnelgmentos para

identificacé@o de teleomorfos (Samson et al., 2014).
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2.4 Marcadores moleculares utilizados no reconheciento de espécies

A sistematica filogenética é o método usado parangruir os padrdes
gue levaram a distribuicdo e diversidade da vidam& uma ferramenta
integrada a abordagem polifasica, a filogenia tariliado a clarificar questdes
taxonbmicas. Uma vez que o conceito morfoldgico edpécies € muito
abrangente, o conceito filogenético de espéciestdmextremamente utilizado
para delimitar as fronteiras entre as espéciesrwidndo, em varios taxons, a
especiacgdo criptica (Samson e Varga, 2009).

O DNA barcodingtem como a finalidade tornar a identificacdo das
espécies de qualquer organismo eucarioto possivahpio de uma sequéncia
de DNA padronizada e um banco de dados de referéoai curadoria (Visagie
et al., 2014). Atualmente a regido ITS do rDNA dgkeito comdarcodepara
fungos. Algumas espécies da familia Trichocomageaem ser identificadas
por estebarcode porém para outras espécies desta familia estaorey
problematica, pois a sequéncia de ITS frequentementstra pouca ou
nenhuma variacdo entre espécies estreitamenteoreldas como no caso das
espécies da secdo Citrina dtenicillium (Houbraken et al., 2011; Peterson,
2012; Schoch et al., 2012).

Devido as limitacdes da regido ITS, genes codificas de proteinas
como as RNA polimerases (RPB1 e RPBR)ubulina e camodulina provaram
ser bons marcadores para o reconhecimento das iespde Aspergillus
Penicilliume TalaromycegHoubraken e Samson, 2011).

Genes de cdpia como RPB1 e RPB2 sdo amplamenizadiis no
reconhecimento das espécies de Trichocomacea@r&amssores para gerarem
filogenias bem suportadas, pois contém principateneéxons, assim, o
alinhamento desses loci € ndo ambiguo. Além desapi@em elevado contelido

de informacado funcional, essas regides génicaséamtermitem uma visdo
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mais completa das relagcbes evolutivas entre as ciespé pois sao
suficientemente conservadas e homologas em todosrgaismos. Assim
parecem compartilhar uma origem evolutiva comurn @tial., 2004; Schmitt et
al., 2009; Houbraken e Samson, 2011).

2.5 Estudos filogenéticos do génerspergillus

O géneroAspergillustem sido alvo de estudos taxondmicos, os quais
utilizam dados de sequéncias de DNA. Muitos desttados tém foco em
grupos especificos (espécies, secbes e subgérerospimero de estudos
filogenéticos a nivel de género e acima deste isditatios (Samson et al.,
2014).

O estudo de Peterson (2008) evidenciou as reldifdgsnéticas dentro
do génerdspergilluscom base nas sequéncias dos loci 5.8S rDNA, 288\sD
RPB2, p tubulina, calmodulina e ITS. Neste estudo, as &ecjas de 5.8S
rDNA, 28S rDNA e RPB2 foram utilizadas para genaaldrvore consenso com
suporte de 0.95 a 1.00 de probabilidade postepp), @ partir do método de
inferéncia Bayesiana. Foram evidenciados 5 subgénefspergillus
Circumdati Fumigati Nidulantese Ornat) e 16 secdes. As espécies de
Aspergillus estudadas por Peterson (2008) foram atribuida®sa principais
clados: o primeiro clado composto pelas seg8gsumdati e Fumigati o
segundo composto por membros as sdg@ulantese o terceiro contendo
membros do subgénefspergillus As secbe€lavati e Fumigati foram unidas
no subgénerd-umigati e, devido a falta de apoio estatistico, a ségévini
também foi provisoriamente incluida neste subgéreosteriormente, com 0s
estudos de Houbraken e Samson (2011), baseadgenidodos genes RPB1,
RPB2, Tsrl e Cct8, a secddervini foi evidenciada como basal as sec¢bes

Clavati e Fumigatie, portanto, também pertencente ao subgé&narogati
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Peterson (2008) ainda demonstra que a séQ@mei pertence ao
subgénercCircumdati Esta conclusao é refutada nos estudos de Houbgike
al. (2011), que considera esta sec¢do pertencergebg@nerd\spergillus Mais
recentemente, Houbraken et al. (2014), com basélogenia de 25 loci e
empregando 0 método de maxima verossimilhancaresmggue a sec&Oremei
esta localizada no subgénétmulantesdevido ao agrupamento, com moderado
valor de de bootstrap (75%), da espésiewentij a qual pertence a sec¢do
Cremei,com membros da sec8lidulantes

Nos estudos de Houbraken e Samson (2011) foramadiils quatro
loci, RPB1, RPB2, Tsrl e Cct8, no método de infei@rBayesiana, que
evidenciou espécies despergilluse seus teleomorfos em um clado totalmente
suportado (1.00 pp), denominadbspergillus sensu strictoEstes dados
corroboram os dados de Houbraken et al. (2014) aenfimgenia de 25 loci
também mostra a monofilia despergilluse seus teleomorfos.

A relacgdo entre os génerBsnicillium e Aspergillusja tinha sido notada
por Peterson (2008), que pela filogenia demonstrepwofiletismo das espécies
de Eupenicillium as quais estédo incorporadas a um grupo monofilétiaior,
gue inclui espécies dispergilluse relaciona este fato a estrutura ampuliforme
da fialide destes dois géneros. Posteriormentesa estudo, Houbraken e
Samson (2011) revelaram a relagdo eAspergillus sensu stricte Penicillium
sensu stricto por meio da filogenia. Embora esses géneros sejam
morfologicamente distintos e a distincdo destes $ambém apoiada pela
filogenia, eles anteciparam que a espédmicillium inflatumé estritamente
relacionada a secd@remeido génerdAspergillus que mais tarde foi também
evidenciada por Samson et al. (2014), os quaisdagiram novas combinagfes
de espécies relacionadasAapergillus sensu strictado incluidas no estudo
Houbraken e Samson (2011). Este fato provaAgpergilluse Penicillium séo

grupos irmaos e que o arranjo do conidi6éforo do figpergillus presente em
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espécies dePenicillium sensu strictoatribui-se a uma tendéncia evolutiva
divergente (Houbraken e Samson, 2014; Samson 204l).

A relacdo entre os membros do généwspergillus nos estudos de
Houbraken e Samson (2011), Peterson (2008), Petetsal. (2008) e Samson
(2008) evidenciaram que os grupos separados por deetaracteres fenotipicos
por Raper e Fennell (1965), em grande parte, qreem com as
classificagdes atuais. O généyspergillusconta atualmente com 4 subgéneros e

19 secBes (Samson et al., 2014).

2.6 Estudos filogenéticos dos géner&enicillium e Talaromyces

Historicamente, os géneros teleomoérfigagpenicilliume Talaromyces
foram associados ao géneRenicillium sensu lato Por meio dos estudos
filogenéticos, as diferencas entRenicillium sensu strictoe Talaromyces
demonstravam que poderia haver um problema sigtiifc com o conceito
genérico dePenicillium sensu lato Até entdo,Penicillium sensu strict e
Talaromycesocorriam como clados distintos dentro Trichocoraaceque
poderiam ser considerados como subfamilias (Hoebrak Samson, 2011;
Samson et al., 2011).

Varios estudos relacionados ao géneemicillium indicaram que este
género é polifilético e a maioria das espécies padser dividida em dois
grandes clados (Berbee et al., 1995; Houbrakenl.e?@14). Estudos que
incluiram a classificacdo subgenérica foram redtizgpor Peterson (2000), que
investigou a filogenia dEupenicilliume membros dos subgénemanicillium
Furcatum e Aspergilloides O autor dividiu as espécies estudadas em seis
grupos, demonstrando que muitos taxa subgenéricosPenicillium sdo
polifiléticos, pois diferentes subgéneros agrupananmesmo mesmo clado. Os

dados também indicaram que os sistemas de clagsific baseados na
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ramificacdo dos conidiéforos ndo foram congruertes a filogenia sendo
necessario um novo sistema de classificacao secanda

Fundamentado em dados anteriormente citados, Harbra Samson
(2011) definiram um clado conenicillium sensu strictoque inclui espécies
de Eupenicillium e a maioria das espécies anteriormente perterscemnte
Penicillium dos subgénero®enicillium, Aspergilloidese Furcatum segundo a
classificacdo de Pitt (1980). O outro clado priatigstad centrado em
Talaromyces que inclui espécies dEalaromycese Penicillium anteriormente
pertencente ao subgénemiverticillium. ResumidamenteEupenicillium é
tratado como sinbnimo dPenicillium sensu strictoe Talaromycesé agora
também definido como um género pleomorfico, incoapdo espécies
anamorficas d@enicillium anteriormente incluidas no subgénBieerticillium
(Houbraken e Samson, 2011; Houbraken et al., 2014).

Baseado nas relacdes filogenéticas Menicillium sensu stricto
Houbraken e Samson (2011) propuseram a subdividis&enicillium em dois
subgénerosPenicillium e Aspergilloides.Este Ultimo foi sinonimizado com o
géneroFurcatumpor ser mais antigo. Também foram propostas msstelo 25
secBes além da reforma de antigos nomes em dieranveis (subgéneros,
subsec@es e séries) e exclusdo nomes invalidas BEstdancas na filogenia ndo
sdo congruentes com os sistemas de classificagsutbgéneros e se¢bes, que
foram baseados em parametros morfoldgicos, taisocanramificacdo do
conidioforo e a taxa de crescimento em meios dereul

Atualmente, o génerdalaromyce< dividido em sete se¢cdes nomeadas
como Bacillispori, Helici, Islandici, Purpurei Subinflati Talaromyces e
Trachyspermias quais foram resolvidas pela filogenia dos 188, BenA e
RPB2 com o método de inferéncia Bayesiana (Yilma#.£2014). Em relacéo a

Eupenicillium a monografia que trata de suas divisdes em seglasle 1983,
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realizada por Stolk e Samson, onde quatro sec@amfmtroduzidas e hoje
pertencem &enicilliumsensu strictdHoubraken e Samson, 2011).

A divisdo dePenicillium em dois géneros nao sé se reflete nos estudos
filogenéticos, mas também na morfologia, fisiologiproducéo de metabdlitos.
Penicillium sensu strici estd mais intimamente relacionado caspergilluse
estes dois géneros compartilham mais caracteresonm®s outros do que com

TalaromycegHoubraken et al., 2014).

2.7 Métodos de identificacdo de fungos baseados BALDI-TOF

A conclusdo do sequenciamento dos genomas de vargasismos
resultou em um novo impulso para pesquisas envdtvgnoteinas. Em virtude
da sua estreita relacdo com os dados produzidas pekquisas genmicas, a
nova fase conhecida como pés-gendmica tem-se edracto pelo dominio de
um novo método analitico empregado no estudo deipes: a espectrometria
de massas mass spectrometnNa década de 1980, o desenvolvimento do
MALDI-TOF permitiu a analise de biomarcadores ignente grandes
(Bizzini e Greub, 2010). Embora a maioria das aglies de MALDI-TOF
tenham sido focadas em bactérias, um niumero cadaaier de estudos utiliza
essa técnica para caracterizar fungos (Giebel, &CHl0).

MALDI-TOF MS é uma técnica fisico-quimica robustga analise de
moléculas organicas. Nesta técnica, as amostramisdioradas a uma matriz,
geralmente de acido orgéanico com forte absorcédoadEssa mistura resulta na
cristalizacdo da amostra e do composto. Apéds esteristalizacdo, ja no
espectrdbmetro de massas, breves pulsos de laskos@ardeados e vaporiza o
microrganismo e a matriz, conduzindo a dissocia@mnizacao das proteinas
ribossomais, que passam a estar na fase gasoszarbimo eletroestatico acelera

0os ions antes de entrar no tubo de voo que possuidetector na sua
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extremidade. O tempo de votime of flight(TOF), dos analitos para alcancgar o
detector depende da sua massa (m) e de cargaséiin,Abaseado neste tempo
de voo, um espectro caracteristico é gravado etitonsm fingerprint
especifico da amostra, que é Unica para uma dadaiegCroxatto et al., 2011;
Wieser et al., 2012).

Quando aplicada a identificagdo microbiana, a té&cde MALDI-TOF
baseia-se na analise de biomarcadores celularesifisps, especificamente nas
proteinas ribossomais dos microrganismos. No casofuhgos filamentosos,
além destas proteinas, as proteinas constituirdegpdredes do micélio e/ou
esporos também sdo de grande relevancia nestespooake identificacdo
(Santos e Lima, 2010).

Um dos primeiros estudos que empregou a técniddAdedI-TOF para
caracterizacdo de fungos foi realizado por Welharal.e(2000). Espécies de
Penicillium bem comaoScytalidum dimidiatune Trichophyton rubrumforam
caracterizadas nesse estudo. Li et al. (2000) tamb#izaram MALDI- TOF
para investigar 0s esporos intactos de espéciemoxdfiénicas e nao
aflatoxigénicas déspergillus

Alanio et al. (2010) utilizaram a técnica de MALDGOF para identificar
espécies ddéspergilluse validar o banco de dados, que incluia esped&os
espécies deste género comumente responséaveisfeogdies em humanos. Os
isolados utilizados para comparacdo com o banatades foram de amostras
hospitalares, previamente identificadas pela mogial e por sequéncias parciais
de B-tubulina e calmodulina. Os resultados deste estugstraram que 98,6 %
dos isolados foram corretamente identificados p&LDI-TOF, sendo apenas
dois identificados somente pelas sequéncias doarteriormente citados.

Abreu et al. (2014) validaram 45 isoladosQlenostachysle diferentes
substratos e localidades brasileiras, demostraodgreéncia na comparacéo

dos resultados de filogenia molecular, baseadaesuéncias d@-tubulina e
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ITS-LSU rDNA, com a classificacédo fenotipica doslaslos obtidos a partir da
técnica de MALDI-TOF. Hettick et al. (2011) tambéaplicaram a técnica de
MALDI-TOF em 76 isolados de 35 géneros incluiripergillus Penicilliume
Talaromycese os resultados deste estudo indicaram que oss dadaltantes
desta técnica identificaram cada espécie e/oupesitom 98,5-100 % de
precisdo, mostrando que esta metodologia podetitizada para identificacao
complementar de fungos.

Duas abordagens gerais para a identificacdo deorgamismos por
MALDI-TOF tém sido propostas. Na primeira abordages)espectros obtidos
sdo comparados a um banco de dados previamenteadoentque sdo, em
alguns, casos comercialmente disponiveis. A segabdadagem possibilita a
construcdo ou ampliacdo do banco de dados, umaquez 0s espectros
associados a um microrganismo desconhecido requariel@ntificacdo prévia
por outros métodos, como o filogenético. Assimtideas grandes vantagens da
utilizacdo de MALDI-TOF sdo que sua utilizacdo péemuma simples,
confiavel e, principalmente, uma rapida identifagde espécies, inclusive
delimitacdo de linhagens (De Respinis et 2010; Marinach-Patrice et al.,
2009; Giebel et al., 2010).
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CAPITULO 2

Diversidade de espécies dispergillus, Penicillium e Talaromyces
identificadas por filogenia e espectrometria de mass MALDI- TOF

RESUMO

Este estudo foi realizado com o intuito de carézdere identificar 124
isolados de fungos dos génetaspergillus, Penicilliune Talaromycesobtidos
no Brasil a partir de substratos comsolo, sedimento marinho, liteira e
sementesjepositados na Colecédo Micolégica de Lavras CMDdpartamento
de Fitopatologia da UFLA. Os isolados foram culfioa em meio MEA e CYA
a 25 °C por sete dias no escuro. Foram selecioreglis®lados dos trés géneros
para analise por MALDI-TOF. Representantes dos agugefinidos pelo
dendrograma gerado através dos espectros de nosaasadubmetidos a analise
de filogenia molecular, utilizando sequéncias dou$o RPB2. Outros 26
isolados, que nao foram analisados por MALDI-TOB&tam identificados
diretamente pela filogenia com sequéncias de RPBI& analise dos espectros
de MALDI-TOF foram diferenciados 17 grupos distmtde Aspergillus 16
grupos dePenicillium e 10 grupos deTalaromyces A analise filogenética
baseada em RPB2, incluindo sequéncias de matép@al como referéncia
permitiu a identificacdo de 20, 19 e 12 espéciedsjeergillus Penicillium e
Talaromyces respectivamente. Ambas as técnicas empregadasrager
resultados congruentes e diferenciaram um totadbldespécies, sendo 20 de
Aspergillus 19 dePenicilliume 12 deTalaromycesOs resultados obtidos neste
estudo confirmaram a utilidade da técnica de MAODIF em distinguir
espécies dentro dos trés géneros. Assim, estaaéamive como ferramenta para
a triagem de isolados depositados em cole¢desdgicak, e, em conjunto com
a filogenia molecular, pode ser empregada na ffiteagéo de isolados visando a
validacdo de um banco de dados de espectros. Gaigata presenca de grande
diversidade de espécies no Brasil, sendo variamdesnda sem registro formal
de ocorréncia.

Palavras-chave: Trichocomaceae. Identificacdo. @Bl  molecular.
Prote6mica
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ABSTRACT

This study aimed to characterize and identify 1®4iss of the genera
Aspergillus, Penicilliumand Talaromycesobtained in Brazil from substrates
such as soil, marine sediment, litter, and seedschmvere deposited in the
Colecdo Micoldgica de Lavras - CML, Departamento Egopatologia,
Universidade Federal de Lavras. Isolates were gamwiWEA and CYA at 25°C
in the dark. A set of 98 strains from the threeggarwas selected for MALDI-
TOF analysis. Representative strains of groupsndefiby the dendrogram
generated through the mass spectra were submdtethalysis of molecular
phylogeny using sequences of the locus RPB2. @fiestrains, not previously
analyzed by MALDI-TOF, were identified directly ghylogeny with RPB2
sequences. The analysis of MALDI-TOF spectra distished 17 groups in
Aspergillus 16 in Penicillium and 10 groups iffalaromyces Phylogenetic
analysis, including ex-type sequences as referatiogyed for the identification
of 20, 19, and 12 species dfspergillus Penicillium and Talaromyces
respectively. Both techniqgues employed provided gooent results,
distinguishing 20 species iAspergillus 19 in Penicillium and 12 species in
Talaromyces The results confirm the utility of MALDI-TOF toistinguish
species within the three genera. Thus, this tecienigerves as a tool for
screening mycological collections and, combinedhwaiylogeny, may be used
for the identification of strains to validate spattiatabases.

Keywords: Trichocomaceae. Identification.  Moleculaphylogeny.
Proteomics.



33

1 INTRODUCAO

Os génerof\spergillus Penicillium e Talaromycespertencem a ordem
Eurotiales, familia Trichocomaceae, com ocorrépcedominante no solo. As
espécies destes trés géneros representam fungos attamcomplexidade
fisiologica, que sdo capazes de crescer em ambieont@ baixa atividade de
agua, bem como suportar elevadas temperaturasadMegpécies produzem
metabolitos secundarios bioativos como micotoxinasfibioticos, acidos
organicos e enzimas com aplicacdo industrial (Ber2@l0; Samson et al.,
2014).

A importancia e diversidade destes géneros destavecessidade de
uma identificacdo precisa das espécies. Para tantessencial que uma
identificacdo apurada se torne rotina (Pitt, 20@®) ferramentas atuais para a
classificacdo e identificacdo de fungos utilizanakmrdagem polifasica para
distinguir as espécies depergillus Penicillium e TalaromycesOs marcadores
morfoldgicos, os perfis de metabdlitos secundagoa filogenia molecular,
principalmente de sequéncias dos loci ITS rDNAubulina, calmodulina e
RPB2, tém sido utilizados com sucesso para a raadas espécies dos trés
géneros (Houbraken et al., 2014; Visagie et all42¥ilmaz et al., 2014).

Atualmente, a técnica de espectrometria de masiaando ionizacdo
a laser auxiliada por uma matriz e analisador desasa por tempo de voo,
MALDI-TOF, tem sido empregada também como mais fena@amenta para o
incremento da taxonomia polifasica, sendo Util paestudo de macromoléculas
e largamente usada no estudo de protedmica. Mistoraplexas de proteinas e
outras macromoléculas podem ser analisadas por MAQF, onde os
espectros de massa gerados correspondem a perfisasieas. Extratos de

proteinas totais de bactérias e fungos, ou mesiatagéntactas destes, podem
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ser analisados, e os perfis de massa gerados pedenutilizados como
conjuntos de caracteres fenotipicos para distinggpécies (Croxatto et al.,
2011; Wieser, 2012; Giebel et al., 2010).

A técnica de MALDI-TOF tem sido amplamente utiliaacha
identificacdo de microrganismos de relevancia ndiante hospitalar, que
incluem as espécies despergillus Penicillium e TalaromycegSamson et al.,
2014; Visagie et al., 2014). Para que a técnicdMééDI-TOF sirva como
ferramenta de diagnose rapida de espécies é inmmtes que isolados com
identificacé@o validada sejam analisados e seussplrfmassa adicionados a um
banco de dados para futuras comparacdes com amadtisconhecidas e
identificacdo destas. Uma abordagem diferenteriagetn dos isolados de uma
colecdo ndo caracterizada utilizando os perfis desa gerados por MALDI-
TOF e a classificagéo destes por analise multidarde classificagdo. A partir
dos agrupamentos de isolados obtidos, represesitdate provaveis espécies
identificadas podem ser submetidos a validacdeédrde um ou mais métodos
taxondmicos.

Este estudo foi realizado com a finalidade de taraar e identificar
124 isolados de fungos dos génedsspergillus, Penicilliume Talaromyces
obtidos no Brasil a partir de substratos carsnlo, sedimento marinho, liteira,
e sementegjepositados na Colecdo Micolégica de Lavras (CMlgvaliar a
congruéncia entre as técnicas de MALDI-TOF e fitogeO estudo demonstrou
gue ambas as técnicas empregadas geraram agruparsemtelhantes entre os
isolados. Para tanto, 98 isolados dos trés géreram submetidos a andlise
multivariada de perfis de massa, gerados por MALDF e representantes de
cada grupo do dendrograma gerado foram analisanlo$ilggenia utilizando
sequéncias de RPB2. Os 26 isolados restantesédogéneros, que totalizam os
124 isolados deste estudo, ndo foram inseridoserpsrimentos de MALDI-

TOF, porém foram analisados diretamente por filagenolecular. Assim, os
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espectros de massa obtidos poderdo ser validadgermitirdo futuras

comparag8es com novas amostras e identificac&olielos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados utilizados no estudo

Foram reativados e separados por morfotipos urh detd 24 isolados
dos génerogspergillus Penicillium e TalaromycesDestes, 82 isolados foram
obtidos de colecdes de culturas compostas duraete@ucdo de projetos de
pesquisa desenvolvidos no Laboratério de SistemétiEcologia de Fungos da
UFLA nos ultimos 10 anos. Estes isolados sédo pienees principalmente de
amostras de solo, sedimento marinho e liteira (Babk 2 e 3, APENDICE A).
Outros 42 isolados foram obtidos da cole¢do deuradtdo Laboratorio de
Bioquimica Micromolecular de Microrganismos (LaBibN), do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos.

Os isolados foram reativados nos meios extrato aleeragar (MEA) e
Czapek levedura agar (CYA) (Klich, 2002; Pitt, 2p0@valiados quanto a
pureza e esporulacdo e depositados na Colecaoddicalde Lavras (CML).
Isolados que ja haviam sido depositados na CMLniaeativados e tiveram sua
pureza avaliada. Todos os isolados estéo preseread® °C em glicerina 15 %
e em tubos com agua destilada e esterilizada noasraid0 °C.

Um total de 98 isolados foi encaminhado para amdliss espectros de
proteinas no MALDI-TOF sendo 28 isolados dspergillus 52 isolados
Penicillium e 18 isolados d&alaromycesApds o agrupamento indicado pelos
dendrogramas, um a quatro representantes de cagia fgram escolhidos para

testar a congruéncia do resultado com a filogerddecnlar. Posteriormente,
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outros 26 isolados restantes, que nao foram adafisaor MALDI-TOF, foram
também identificados por filogenia (Tabelas 1,2 APENDICE A).

2.2 Caracterizagdo morfologica

Os isolados dos génerédspergillus Penicillium e Talaromycesforam
inoculados em trés pontos equidistantes em plae&®ti de 90 mm nos meios
CYA, MEA, extrato de levedura sacarose agar (YE®atina sacarose agar
(CREA) e aveia 4gar (OA) e incubados por seteali2i °C no escuro. Também
foram inoculados em meio CYA e incubados a 37 °Gsmuro, por sete dias.
Apo6s a incubacao, foram avaliadas as caractedsti@cromorfoldgicas como:
os didmetros das col6nias, em milimetros, cor,utaxtpresen¢ga ou ndo de
esclerdcios, exudados, pigmentos sollUveis difusodagar e/ou na margem da
coldnia (Klich, 2002; Pitt, 2000; Yilmaz et al., 2. As placas foram foto-
documentadas para a realizacdo de pranchas fatagrafO estudo
macromorfoldgico foi realizado com um total 43 &tds pertencentes a 29
espécies, sendo 13 espécieddpergillus 7 dePenicilliume 9 deTalaromyces

As caracteristicas micromorfolégicas de 21 isadagertencentes 21
espécies, sendo 8 espéciesfdpergillus 7 dePenicillium e 6 deTalaromyces
também foram avaliadas a partir de colénias prergaes do meio MEA e
incubadas nas mesmas condi¢Bes anteriormente tdes&bs fragmentos da
colénia foram adicionados a uma gota de alcool par@ver as bolhas de ar e
excesso conidios e glicerina a 15%. As laminasnfombservadas em um
microscopio de luz vertical Leica DM2000 e a aadisi das imagens foi feita
por meio do software LAS v.4.5, no Laboratério deddscopia Eletrnica e
Andlise Ultraestrutural (LME/UFLA).
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2.3 Extracdo de DNA

Os micélios dos isolados viaveis inoculados noomMiEA foram
transferidos para tubos de plastico de 2 mL utililpaum espatula. O DNA foi
extraido utilizando o kit de extracdo de DNA WiZar@Genomic DNA
Purification Kit (Promega) de acordo com as ingiag;do fabricante. O DNA
extraido foi analisado em gel de agarose 1%, cacadoGelRed (Biotium®) e
seu peso molecular e concentracdo foram estimamosgmparacdo com um

marcador de 1 Kb ladder (Invitrogen).

2.4 PCR e sequenciamento

Fragmentos do gene que codifica a segunda maieNdapolimerase |l
(RPB2) foram amplificados com o par de primers fRFB (forward; 5'-
GAYGAYMGWGATCAYTTYGG-3') e fRPB2-7cR 7cR (reverse;5'-
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3) (Liu et al., 1999). A anifitacdo dos
fragmentos do gene RPB2 foi iniciada por um peridel® min a 95 °C seguido
de 30 ciclos de 1 minuto a 95 °C, 2 minutos a 508G um aumento de 0,2 °C
por segundo para 72 °C, 2 minutos a 72 °C e uneagho final de 10 minutos a
72 °C. A partir da amplificacdo foram gerados ptodude aproximadamente
860 pb.

Todos os produtos da PCR foram purificados utiliicaoKit Wizard SV
Gel na PCR Cleatyp System(Promega) seguindo as instru¢cfes do fabricante.
Em seguida, os produtos de PCR purificados foramados com GelRed
(Biotium®) e o peso molecular e concentracéo de cada anfosira estimados

por comparacdo com um marcador de 1 Kb ladder t{bgén) em gel de
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agarose 1 %. Os produtos purificados foram envigolre a empresa da

Macrogen (Estados Unidos) para sequenciamento.

2.5 Edicao das sequéncias e analises filogenéticas

Os eletroferogramas das sequéncias obtidas foraralisados
visualmente utilizando-se o0 programa SegAssem® [feld@, 2004) e as
sequéncias obtidas foram comparadas com a baseadiss dsenBank, do
National Center for Biotechnological InformationCRI, por meio do programa
BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Sequénci#s RPB2 de isolados tipo e,
em alguns casos, isolados de referéncia, das espdentificadas por meio das
analises por BLAST foram obtidas do GenBank e azatilas nas analises
filogenéticas (Tabela 4, APENDICE B).

Os alinhamentos multiplos das sequéncias foralizadas no programa
MEGA 6.0® (Tamura et al., 2011), bem como a infei@rfilogenética pelo
método de maxima parcimdnia (MP).n@todo de inferéncia Bayesiana (Bl) de
filogeniafoi feito pelo programa MrBayes 3.12 (Ronquist eeldanbeck, 2003).
Por meio doprograma jModeltest (Darriba et al. 2012), o modelolutivo
SYM + | + G foi selecionado para a andlise doshalinentos dos trés géneros
estudados. Para cada alinhamento, duas analiseBl deram executadas
paralelamente durante 1,5 x*Iferacées e terminadas ap6s confirmacéo de que
o desvio padrdo entre as andlises era igual otidnfe 0,01. As arvores foram
amostradas a cada 500 geracdes e 25 % das 600@ksanyeradas foram
removidas pelo processo daufn-in” antes da construgéo da arvore consenso.

Os valores de probabilidade posterior acima de €.85ma de 70 % de
bootstrap foram exibidos nos nds das arvores filétieas. Comamutgroupdo
filograma referente aos génedspergilluse Penicillium foi escolhida a espécie
Talaromyces purpurogenues comooutgroupdo filograma referente ao género

Talaromycedoi escolhida a espécigenicillium citrinum
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2.6 Espectrometria de massas (MALDI-TOF)

As andlises de MALDI-TOF foram realizadas no Labiia de
Bioquimica Micromolecular de Microrganismos, do Bepmento de Quimica
da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCARpanteria com o professor
Edson Rodrigues Filho como atividade do projetitulatdo Rede de estudos em
biodiversidade microbiana: Isolamento, desenvolmimede estratégias de
identificacdo rapida, conservacédo, interacdo emspécies, e exploracbes
biotecnoldgicas.

Os isolados foram inoculados, em triplicata, ensgdale poliestireno de
60 mm contendo o0 meio de cultura extrato de mMteA) e incubados a 25 °C
durante 7 a 10 dias. Com o auxilio de um microscéptereoscépico, pequenas
porcBes das coldnias contendo conidios foram daetir&om palitos de madeira
esterilizados e transferidas diretamente para Uawame amostras (MTP 384
ground steel TF target plate, Bruker Daltonics,nBza, Alemanha), recobertas
com a solucéo da matriz acideciano-4-hidroxicinamico [HCCA , 20 mgiL
em acetonitrila-acido trifluoroacético aquoso 0.2P4l)] e secas ao ar. Cada
repeticdo bioldgica foi aplicada em trés pocosldagpe cada poco foi avaliado
trés vezes. Um total de 27 espectros foi adquipdoa cada isolado. Os
espectros de massa foram obtidos em um sistemdlé&utBpeed TOF/TOF
composto por uma fonte de ionizacdo MALDI e um igadbr de massas por
tempo de voo (TOF), controlado pelo software Flesnttbl 3.3 (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha). Foram adquiridos enadados até 500
espectros por cada pogo na placa de amostras @osuem um espectro
composto. Os espectros foram obtidos no intervaonthssa de 2500 a
20000 DA.



40

Os dados obtidos foram processados utilizando ialgus padréo
contidos no software Flex Analysis 3.3 (Bruker Dalts). Os espectros obtidos
para cada isolado foram carregados no programa MARIDtyper (Bruker
Daltonics) e usados para montagem de um espedtr@igad (em inglés Main
Spectrum ou MSP), onde picos presentes em pelo sM2hds dos espectros
foram incorporados ao respectivo MSP. Os MSPs fadentificados com o
cédigo do isolado e submetidos & andlise multidaride classificacdo para a

obtencdo de um dendrograma com a disposicao de tsdisolados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise de MALDI-TOF em espécies dAspergillus

O dendrograma de perfis de massa obtidos por MALDF separou 28
isolados deAspergillusem sete grupos e mais 10 ramos contendo apenas um
isolado cada, indicando um total de 16 espécieguf&i 3). A analise
filogenética realizada com 26 destes isolados wuopfi a distincdo de 17
espécies, que foram nomeadas no dendrograma de MPQB de acordo com
a identificacéo mais provavel obtida pela filogemialecular (Figura 4).

Cinco isolados foram identificados comepergillus terreug trés como
Aspergillus welwitschiaeCinco espécies foram representadas por doigdizala
O restante das espécies foi representado por apemasolado. A disposicao
das espécies no dendrograma de MALDI-TOF ndo mostosrespondéncia
com as relacGes filogenéticas entre estas; e.g.hddqualquer agrupamento
entre diferentes espécies das sedliga (Aspergillus fijiensisA. welwitschiag
Aspergillusc.f. tubingensj e Flavi (Aspergillus flavug Aspergillus nomius

Além de diferenciar as espécies da sdgipi o dendrograma gerado
também permitiu separar as espécies de secdespdrDMA. cf. tubingensis
e A. chevalieri.Hettick et al. (2011) ndo conseguiram essa separsgi a
aplicacdo de um pré-tratamento no meio de cultoma ticiclazol para inibir a
producdo de melanina sintetizada por fungos céwspergillus nigercom a
finalidade de obter espectros de melhor qualidadecamsequentemente,
discriminar as espécies presentes no banco de dadtes espectros.

A distancia de separacdo entre espécies no deadradoi superior a
600 unidades na maioria dos casos, sendo a distArdoiima entre isolados da

mesma espécie geralmente inferior a 300 unidadgaréF3). A excecédo a este
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padrdo foi a separacdo entre o isolado CML 2692 ggupo formado pelos
isolados CML 2643 e CML 268®\épergillus amoenlsEstes foram separados
por uma distancia de 400 unidades e considerados sendo duas espéciés,
amoenuse Aspergillus aff. amoenus(CML 2692), resultado embasado pela
filogenia (Figura 4).

No estudo de Alanio et al. (2011) que objetivaraojgtar o banco de
dados de e valida-lo para identificacdo das espédinicas deAspergillus
também foi possivel discriminar espéciesAdpergillusde diferentes sec¢bes
como: Fumigati Flavi, Terrei, Nigri, Nidulantes Usti e Circumdati Dos 140
isolados utilizados para contrastar com 28 espégéspergillusclinicamente
relevantes, as quais compunham o banco de dadssldédos obtidos de varias
colecBes de cultura, 138 foram corretamente ideatibs. Todos os isolados
utilizados nos estudos de Alanio et al. (2011)foreviamente caracterizados
por morfologia e pela similaridade com sequénc@msseénbank referentes aos
loci B-tubulina e calmodulina. Os dois isolados que namepmm ser
identificados pelo MALDITOF foram identificados pslsequéncias das regides
génicas citadas anteriormente, e pertenciam aiespéilmigatusuma vez que
ndo puderam ser identificados morfologicamente,iddeva auséncia da
conidiogénese para um isolado e de esporulacdoaafpra o outro.
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Figura3 Dendrograma gerado com base nos espeéetmosssa obtidos das espécies
de Aspergillus Os cédigos em negrito indicam isolados analistaiodém
por filogenia.
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3.2 Andlise filogenética em espécies Aapergillus

O tamanho total do alinhamento pa&mspergillusfoi de 1014 caracteres,
dos quais 446 foram parcimoniosamente informatidgsespécies deste género
representadas no filograma obtiveram 95-100 % gersa por probabilidade
posterior (pp.) e bootstrap acima de 70 % nos nésdglimitam as secdes de
Aspergillus(Figura 4).

Dos 31 isolados daspergillusutilizados para inferéncia filogenética, 20
espécies foram detectadas, incluindo espécies idejdificagdo necessita de
confirmacéo, indicadas como c.f. e espécies filejeamente proximas as
espécies de referéncia ja descritas, cdmalff. raperi (CML 3002), A. aff.
amoenus(CML 2692) eA. aff. nutans(CML 2996, CML 2999, CML 3000)
(Tabela 1, APENDICE A). No caso da espégie amoenuseste fato fica
evidente no dendrograma (Figura 3), que também reuge relacdo de
proximidade dos isolados filogeneticamente idesdfios com@d. amoenu® o
isolado que representa aff. amoenus Os isolados CML 2718 e CML 2720
foram classificados aqui com@. c.f. dimorphicus e A. c.f. tubingensis
respectivamente, pois a distancia filogenética eapiar nos ramos deixa a
identificacdo indeterminada, sendo necessarios daaiss, como a utilizacdo de
mais genes para confirmar que estes isolados pertea essas espécies.

Todas as espécies no filograma foram pertencenest ssubgéneros
existentes na classificacdo at@alcumdati Fumigati Nidulantese Aspergillus
bem como 12 das 19 secdes atualmente propostadopbraken et al. (2014)
que sdoVersicolores Raperj Usti, Clavati, Fumigati Cervini, Flavi, Cremej
Aspergillus Nigri, Terrei e Circumdati A filogenia inferida pelas sequéncias do
locus RPB2, que foi utilizada neste estudo, ndceofesuporte a monofilia das

secBes ddspergillus
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As andlises filogenéticas deste estudo mostraramagsecadigri se
divide em dois clados. O primeiro clado acomodois imlados da CML que
puderam ser identificados comA. cf. tubingensis (CML 2720) e A.
welwistchiae(CML 2627, CML 2628), enquanto o segundo cladaramiou o0s
isolados CML 2165 e CML 2735, identificados cofdijiensis Uma topologia
semelhante foi mostrada na filogenia da sdg#@pi no estudo de Varga et al.
(2011) baseado em sequéncias de calmoduliffiatubulina. Os resultados
mostraram que as espécies unisseriadas e bisserdaiia secdo foram
filogeneticamente separadas em clados distintos. eg@écies bisseriadas,
pertencentes ao cladé. niger fomavam trés subclados, dois dos quais
continhamA. tubingensi®e A. awamori(= A.welwitschiag e o outro clado mais
afastado deste correspondia a espécies unisserguumsncluia a espécia.
fijiensis Os resultados mostrados aqui em relacdo a micfologia de alguns
isolados representantes da segépi também foram congruentes aos resultados
de Varga et al. (2011).

Em estudo posterior, Hong et al. (2013) investigaras posicdes
taxondmicas da secadigri e demonstraram erros na denominacédo da espécie
tipo de A. awamori Com base nos dados filogenéticos obtidos a pdatsr
sequéncias dos loci rDNA-IT8almodulina e3-tubulina e perfis de RAPD, foi
demonstrado que alguns isolados erroneamentefidadtis comoA. awamori
pertenciam a espécke welwistchiaecom descri¢éo original da Namibia.

No filograma, o clado correspondente a seJaorei apresentou
subclados compostos por trés linhagenAdéerreus o que demonstra que a
regido RPB2 nao ofereceu boa resolucédo para difiareas diferentes espécies
da secdo. O padrdo de agrupamento no dendrogramaagdinhagens dA.
terreus também mostrou-se bastante semelhante com a rfilngés trés
linhagens deA. terreusutilizadas na filogenia deste trabalho tambémrdize

parte dos estudos filogenéticos de Samson et@l1&) e Peterson (2008) que
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empregaram, respectivamente, os @¢ubulina, calmodulina e rDNA ITS e
tambémp-tubulina, calmodulina, LSU rDNA e RPB2. Essas dighns também
ocorreram em subclados bem definidos, porém semprowmaicdo de que
representam espécies distintas.

A secaoCremej apesar de ter sido aceita no subgém@rcumdati nos
estudos de Peterson (2008), posteriormente foagsificada por Houbraken e
Samson (2011) e passou a pertencer ao subg@msgrergillus Segundo os
estudos atuais realizados por Houbraken et al4{2@hseados na filogenia de
25 loci pelo método de maxima verossimilhanca, estdo atualmente localiza-
se no subgénerblidulantesdevido ao agrupamento, com moderado valor de
bootstrap (75 %), da espédie wentij a qual pertence a sec@remeicom
membros da sec¢adidulantes Como as topologias das arvores deste trabalho
obedecem as modificagbes taxondmicas atuais, ogefila deAspergillus a
secdo Cremei foi considerada também como pertencente ao sulmgéne
Nidulantes.

Em nivel subgenérico, o agrupamento do subgédigcomdatitambém
nao mostrou-se coeso, pois as sec¢des membros debggnero como
Circumdati Nigri e Terrei encontraram-se mais proximas na parte basal da
arvore filogenética, enquanto a se¢davi, também pertencente ao subgénero
Circumdati, se posiciona nitidamente mais afastada, demouistraie, em
relacdo aos subgéneros, as espécies Adpergillus também ndo sao
monofiléticas para a regido RPB2. Ao contrario dudo de Peterson (2008),
gue investigou as relacfes filogenéticas dentrgéieroAspergillus baseado
na filogenia dos loci

Figura 4 Arvore filogenética gerada a partir de sequénciasR®B2 mostrando a
relacdo entre as espécies de varias secOesspargillus Os subgéneros
estdo indicados pelo padréo de cores: Laramjagdalantes Azul = Fumigati
Amarelo = subgénerdspergilluse Roxo= subgénerGircumdati A arvore
foi enraizada conTalaromyces purpurogenu®/alores de suporte nos nos
>0.95 de pp. e 20 % boostrap sdo mostrados.
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5.8S rDNA, 28S rDNA, e evidenciou no seu estuds ttados principais, sendo

0 maior clado composto pelos subgéné&asumdatie Fumigati um contendo

0 subgéneroNidulantes e o outro contendo os membros do subgénero
Aspergillus A filogenia baseada na sequéncia de RPB2 e aalgmuna gerado

a partir da técnica de MALDI-TOF foram congruentpara o género
Aspergillus

3.3 Andlise de MALDI-TOF em espécies deenicillium

Cingquenta e dois isolados &enicillium foram analisados por MALDI-
TOF. O dendrograma gerado foi composto por 19 rdfigsira 5), dos quais 16
foram confirmados como espécies distintas na andlisgenética (Figura 6).
Foram nomeadas 11 espécies com base nos resuttadfibgenia, e mais
guatro espécies foram tentativamente identificaztamo préximas ou afins,
“aff.”, a espécies ja descritas. As espécies ressargue ndo puderam ser
nomeadas na analise filogenética subsequente, fademtificadas como
Penicilliumsp. 1-5.

Dezenove isolados foram agrupados @mnicillium citrinum sete
isolados enPenicillium brasilianum cinco emPenicillium daleaetrés isolados
em Penicillium westlingiie Penicilliumsp. 1 e dois isolados efenicillium aff.
miczynskii Onze espécies foram representadas por um Unlealds(Figura 5).

Chen e Chen (2005) obtiveram identificacdo de smigécies do género
Penicillium P. expansumP. chrysogenumP. citrinum P. digitatum P. italicum
(espécies terverticiladas)Re pinophilum(biverticilado), que geraram perfis Unicos de

espectros.

Figura5 Dendrograma gerado com base nos espeenmsmssa obtidos das espécies
de Penicillium Os codigos em negrito indicam isolados analisaaiodbhém
por filogenia.
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Uma incongruéncia foi observada entre o resultardldeshdrograma e a
filogenia dos isolados deenicillium O isolado CML 2725 formou um ramo
vizinho, porém distinto, ao grupo formado pelodados CML 2726 e CML
2727, com uma distancia relativa de 600 unidadigsi(& 5). Estes trés isolados,
no entanto, formaram um Unico grupo monofilétice aadlises filogenéticas
(Figura 6).

Tal discrepancia pode ser atribuida ao fato deapsmas micélio foi
amostrado para analise de MALDI-TOF com sete dpmss tais isolados
produziram apenas a fase teleomérfica em placa dys semanas (dados nao
mostrados). Conforme Croxatto et al. (2011), osisirespectrais de células
intactas podem ser influenciados pelo fenétipowmd, que incluem esporos,
corpo de frutificacdo, conidioforos, conidios owass estruturas aéreas e a
heterogeneidade da hifa etc. Os micélios vegewtmoresentam diferentes
zonas que correspondem ao de crescimento apicsiyc@io de nutrientes e
armazenamento equivalente a diferentes idades sendelvimento. Assim, a
variagdo das biomoléculas em células intactas padauenciar a
reprodutibilidade espectral em medi¢cBes repetidanesma amostra.

O isolado CML 2828 Fenicillium sp. 5) foi considerado como
pertencente a uma espécie distinta, embora naa teio possivel obter
sequéncia de RPB2 deste isolado. Ja o isolado Gk Bi identificado como
Penicillium chermesinumaom base na sua sequéncia de ITS rDNA, obtida em

outro estudo conduzido no laboratério (dados nastrados).

3.4 Andlise filogenética das espécies Benicillium

Em relacdo ao géner®enicillium o alinhamento apresentou um

tamanho total de 912 caracteres dos quais forantinpamiosamente
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informativos 407. A filogenia foi bem suportada patores de pp. e 95-100 % e
acima de 70 % deootstrapna maioria dos nds (Figura 6).

Dos 40 isolados d@enicillium utilizados para inferéncia filogenética
com a regido génica RPB2, dezoito espécies foratactdelas (Tabela 2,
APENDICE A). Destas, quatro espécies provavelmerdeas, porém nao
identificadas, que formaram grupos monofiléticosncespécies ja descritas,
sendo denominados de: aff. raistrickii (CML 240), P. aff. miczynskii(CML
2715 e CML 2730)P. aff. decaturense Penicillium aff. herquei(CML 3020).

Cinco espécies nao identificadas pela filogeniarforagrupadas por
nimeros de acordo com seu agrupamento nos cladbsléT2, APENDICE A).
Penicillium sp. 1 inclui os isolados CML 2690, CML 2696 e CNsR3,
localizadas no mesmo clado e dentro da ségleiculata Penicillium sp. 2
compreende os isolados CML 2716 e CML 3022, unigosesmo clado dentro
da secao Lanata-Divaricata Os demais isolados déenicillium néo
identificados formaram linhagens distintas: CML &0®enicillium sp. 3,
também da secdoanata-divaricatae CML 3011,Penicillium sp. 4, na Secéo
Gracilenta(Figura 6).

O filograma gerado evidenciou os dois subgéndsgergilloidese
Penicillium, aceitos atualmente, além de 8 das 25 secfes fmesem
Penicillium de acordo com Houbraken et al. (201Ramosa Chrysogena
Fasciculata, Digitata, Lanata-divaricata Gracilentg Sclerotiora e Citrina.
Com excecdo dB. aff. janthinellum as demais espécies do génemicillium
presentes no filograma e que também constam naagada de MALDI-TOF
foram agrupadas de forma congruente.

Embora Houbraken e Samson (2011) tenham afirmado mgua o
género Aspergillus as classificacdes fenotipicas dos subgéneros @esec
correspondam, em grande parte, com a filogenid, atuaesmo néo se aplica ao

géneroPenicillium Esses autores propuseram a divisdo do gépeneillium
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em dois subgéneros e 25 secdes, a partir da fiengeultilocus e confirmaram

as observacdes feitas em outros estudos realizadt@siormente, os quais
demonstram que caracteres frequentemente utilizaglos sistemas de

classificacdo de subgéneros e secdes, como rapdifisados conididforos de
Penicillium e taxas de crescimento em meios de cultura séagngentes com a

filogenia. De acordo com Houbraken et al. (2014#)alaente ndo é possivel
reconhecer todas as se¢fes sem empregar os dadegquidscias de DNA e o
ideal seria formular um sistema de classificacde meluisse caracteristicas
fenotipicas. Este sistema de classificacdo proesia o ponto de partida para
investigacdo dos caracteres fenotipicos Uteisgalassificacao.

Na filogenia do génerBenicillium apresentada neste trabalho, os clados
mostraram congruéncia com os resultados obtidosHomibraken e Samson
(2011), que reclassificaram as espécies deste @émmrizando os aspectos
filogenéticos. Uma vez que a prioridade nas arsgtisepresente estudo também
foi dada as técnicas filogenéticas e de espectr@mdd massas, 0s caracteres
morfolégicos aqui apresentados, também permaneamesmo estado de
incongruéncia evidenciado Houbraken e Samson (2011)

Figura6  Arvore filogenética a partir de RPB2 mastio a relagdes entre as espécies
de varias secdes enenicillium Os subgéneros estdo indicados pelo padrao
de cores: Laranja ®enicillium e Roxo =Aspergilloides A arvore foi
enraizada conilalaromyces purpurogenud/alores de suporte nos ndés
>0.95 de ppe >70 % boostrap sdo mostrados.
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3.5 Andlise de MALDI-TOF em espécies d&alaromyces

Dez espécies foram distinguidas no dendrogramamistbom os dados
de MALDI-TOF de 18 isolados dd&alaromyces (Figura 7). A analise
filogenética de 14 destes isolados confirmou aetarnidentificacdo das espécies
pela técnica de MALDI-TOF (Figura 8). Cinco isoladforam identificados
comoTalaromyces amestolkigguatro isolados conibalaromyces pinophilus
dois comoTalaromyces wortmanniiAs demais espécies foram representadas
por apenas um isolado (Figura 7).

Nos estudos de Hettick et al. (2008) também forbsevadas 100 % de
identificacdes corretas por meio da técnica de MALDF para espécies de
Penicillium pertencentes aos subgéneBigerticillium (que atualmente inclui
espécies do génerdalaromyey e do subgénerdrurcatum (atualmente

sinonimizado com o subgéneiapergilloides.
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Figura7 Dendrograma gerado com base nos espeletnmsmssa obtidos das espécies
de Talaromyces Os cédigos em negrito indicam isolados analisados
também por filogenia.
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3.6 Andlise filogenética em espécies dalaromyces

Em relacdo a filogenia do génefalaromycegFigura 8), o tamanho
total do alinhamento foi de 979 caracteres, dosisquél4 foram
parcimoniosamente informativos. Todas as espéeesentadas no filograma
também mostraram apoio estatistico bem suportasim@s com valores de pp.
e bootstrap de 95-100 % e acima de 70 % (Figura 8).

Dos 24 isolados d&alaromycesutilizados para inferéncia filogenética
com a regido génica RPB2, doze espécies foramtdeses; incluindo a espécie
nomeada coni. aff. wortmannii,que integrou o agrupamento monofilético com
a espécie ja descrifa wortmannii(Tabela 3, APENDICE A). Duas nao foram
detectadas, devido as distancias filogenéticassapt@das em relacdo as
respectivas espécies de referéncia. Assim, asiespé®o identificadas foram
agrupadas por numeros de acordo com seu agrupanmastoclados e
denominadas com®alaromycessp. 1 CML 3006, CML 3007), localizadas no
clado da seca@dalaromycese Talaromycessp. 2 CML 2827), localizada no
clado da sec¢aBubinflati(Tabela 3, APENDICE A).

A filogenia do génerd@alaromycesabordada neste trabalho demonstrou
a formacdo de grupos monofiléticos, que refletembardagem filogenética
atual. Todas as espécies do géneatmromycedoram formalmente unificadas
com espécies deenicilliumdo subgénerBiverticillium conforme os estudos de
Samson et al. (2011b). Os isolados presentes llogsdiina foram dispostos em
4 das 7 secdes de acordo com Yilmaz et al. (2@B4yuais sdotalaromyces
Trachyspermilslandici e Subinflati O maior clado foi composto por algumas
espécies da secakamlaromyces que sao parte do compleXo purpurogenus
que, segundo Yilmaz et al. (2012), compreende g&cess além deT.

purpurogenustais comorl. amestolkiagl. rubereT. stolii.
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Os isolados CML 2644 e CML 2681 formaram um cladm a espécie
tipo P. concavorugulosuna qual € considerada como espécie ndo vélidare, p
isso, ndo renomeada cormalaromycesos trabalhos de Samson et al. (2011b).
Este clado, mais o isolado CML 2704, os tiposTaéaromyces wortmannii
(CBS 391.48) elalaromyces variabilidFormaram um grupo monofilético bem
suportado.

Yilmaz et al. (2014) consideraram qu® concavorugulosune T.
variabilis sdo sinbnimos dé&. wortmanniibaseado na filogenia multilocus das
regibes ITSB-tubulina, calmodulina e RPB2. Esta informac¢éotgrip, torna
coerente os resultados obtidos neste estudo, gqutramo agrupamento das
espéciedenicillium concavorugulosunT. variabilis e T. wortmanniino clado
da secadslandi.

O isolado CML 2704mostrou-se filogeneticamente proximo Ta
wortmanniisendo considerado, portanto, comaaff. wortmannii Esta relagéo
evidenciada na filogenia foi corroborada tambéna pelalise de MALDI-TOF
(Figura 7).0 agrupamento gerado no dendrograma para os isothzlgénero
Talaromyces partir da analise dos espectros de massa daowesfuivaléncia
para os mesmos isolados presentes na filogenia.
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3.7 Caracterizacdo morfoldgica

3.7.1 Caracterizacdo morfoldgica em espécies Aspergillus

Foram selecionados 20 isolados pertencentes a pécies de
Aspergilluscontidos na analise filogenética e/ou agrupadafendrograma para
serem caracterizadas pela abordagem macromorfalégiito espécies também
selecionadas foram analisadas por caracteres nociaigygicos (Tabelas 5 e 8;
APENDICE C). A maioria das espécies identificadawgénia e pelo
dendrograma gerado pelo MALDI-TOF apresentou cal@omria com oS
padrdes morfolégicos (Samson et al., 2011a; KI&3Q2; Varga et al., 2011;
Houbraken et al., 2014).

Foram encontrados padrdes de variacdo macromoidal@m alguns
isolados pertencentes as espécied\deerreuse A. flavus sendo trés e dois
padrdes respectivamente (Figuras 9 e 10). Alémdifleiengas sutis no aspecto
das colbnias e taxas de crescimento micelial, faseticas entre os isolados das
espécies dA. terreustambém foram verificadas no por meio do filograndoe
dendrograma gerado neste estudo.

Figura8 Arvore filogenética gerada a partir deugegias de RPB2 mostrando a
relacdes entre as espécies de varias seco@slanomycesAs sec¢des estao
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indicadas no filograma. A arvore foi enraizada cBemicillium citrinum
Valores de suporte nos n88.95 de pp. e 20 % boostrap sdo mostrados.
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Figura 9 Aspergillus terreusDa esquerda para direita: CYA a 25 °C, CYA aG#&°
YES a 25 °C. A-C CML 2630; D-F CML 2721 e G-I CMB4B.

Figura 1'(')‘“Aergillus flavusDa esquerda para direita: CYA a 25 °C, CYA a@®°
YES a 25 °C. A-C CML 2722; D-F CML 2736; G esclansd H-|
conidiéforo.
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3.7.2 Caracterizacdo morfoldgica em espécies Benicillium

Foram selecionados sete isolados pertencentes ea esgécies de
Penicillium contidos na andlise filogenética e/ou agrupadasierrograma
para serem caracterizadas pela abordagem macrdogicto e sete espécies
também selecionadas foram analisadas por caractereomorfologicos
(Tabelas 6 e 9, APENDICE C). Os isolados Rienicillium caracterizados
morfologicamente ndo apresentaram padrdes de &ariagorfolégica
intraespecifica e foram congruentes com as dessrigpresentadas na literatura
de Pitt (2000) e Houbraken e Samson (2011).

3.7.3 Caracterizagdo morfolégica em espécies Talaromyces

Em relacdo ao génerdalaromycesforam selecionados 16 isolados
pertencentes a nove espéciesTadaromycescontidos na analise filogenética
e/ou agrupadas no dendrograma para serem caradesizpela abordagem
macromorfolégica e seis espécies também selecisrn@mdam analisadas por
caracteres micromorfologicos (Tabelas 7 e 10, APENIC).

Os resultados mostraram que as espécies do compl@xmpurogenum
sado facilmente distinguiveis entre si de acordo &Gimaz et al. (2012) e
Yilmaz et al. (2014). Entretanto, as espédiesamestolkiagFigura 11) eT.
thailandensis apresentaram, respectivamente, 4 e 3 padrbes dacOes
intraespecificas na macromorfologia, o que torndr@wteiras de delimitacao
dentro destas respectivas espécies mais dificil.
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Figura 11 Talaromyces amestolkiadda esquerda para a direita, usou-se 0s meios:
MEA, CYA, YES e OA a 25 °C. A-D CML 1495; E-H CML729; I-M
CML 2707; N-Q 2831.
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4 CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos pelo filogramaeaddgrama foi
possivel distinguir 20 espécies Aespergillus 19 espécies deenicilliume 12
espécies d&alaromyces

A regido RPB2 sozinha nao foi satisfatéria paraefimitacdo das
espécies.

A técnica de espectrometria de massas, MALDI-Taliada a analises
filogenéticas, foi eficiente na identificacdo dapéxies.

As espécies identificadas por filogenia serddzatlas para validar a
biblioteca de espectros de MALDI-TOF.
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APENDICE A

APENDICES

Tabelal Isolados do génekspergillusutilizados neste estudo.

Gene MALDI-
CML Espécie Substrato Local sequenciado TOF
2629 Aspergillus terreus sedimento marinho CE RPB2 X
2721 A. terreus semente de soja Ibia, MG RPB2 X
2630 A. terreus sedimento marinho CE RPB2 X
2948 A. terreus sedimento marinho Lavras, MG RPB2 X
2529 A. terreus sedimento marinho CE RPB2 X
2632 A. nomius Nd LaBioMMi RPB2 X
2700 A. nomius Nd LaBioMMi RPB2 X
2680 A. amoenus solo da Mata Atlantica LaBioMMi RPB2 X
2643 A. amoenus Nd LaBioMMi RPB2 X
2692 A. aff. anoenus Nd LaBioMMi RPB2 X
2718 A. cf. dimorphicus Nd LaBioMMi RPB2 X
2720 A.c.f. tubingensis areia da praia Praia de Camburi, ES RPB2 X
2708 A. flavus solo de cultivo de algodéao Montividiu, GO RPB2
2722 A. flavus contaminante da cultur&ML 559 Lavras, MG RPB2 X
2736 A. flavus Planta seca de arnica Belo Horizonte, MG X
2947 A. insulicola Eudistoma vannei Fortaleza, CE RPB2 X
2627 A. welwitschiae sedimento marinho CE RPB2 X
2628 A. welwitschiae sedimento marinho CE RPB2 X
2949 A. welwitschiae sedimento marinho Praia do Pecém, CE X
2165 A. fijiensis planta seca de arnica Belo Horizonte MG RPB2 x
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Tabela 1, continuagéo

Gene MALDI-
CML  Espécie Substrato Local sequenciado TOF
2734 A. clavatus semente de soja Ibia, MG RPB2 X
2735 A fijiensis Liteira de arnica Belo Horizonte, MG RPB2 X
2530 A. cejpii sedimento marinho Praia do Pecém, CE RPB2 X
2531 A. cejpii sedimento marinho Praia do Pecém, CE X
2737 A. chevalieri semente de feijao Lavras, MG RPB2 X
2714  A. sclerotiorum Nd LaBioMMi RPB2 X
2631 A. calidoustous Nd LaBioMMi RPB2 X
Estacéo Ecoldgica de

2728 A. auratus solo da Mata Atlantica Assis, SP RPB2 X
2967 A. sydowii Nd Nd RPB2 X
2968 A. keveii Nd Nd RPB2
2096 Estacéo Ecoldgica de

Aspergillusaff. nutans solo da Mata Atlantica Assis, SP RPB2
2999 Estacdo Ecolégica de

Aspergillusaff. nutans solo da Mata Atlantica Assis, SP RPB2
3000 . . Parque Estadual llha

Aspergillusaff. nutans solo da Mata Atlantica do Cardoso, SP RPB2
3002 Parque Estadual

A. aff. raperi

solo da Mata Atlantica

Carlos Botelho, SP RPB2

Abreviacdes das cole¢bes de culturas: CML = Coldd@mlogica de Lavras, Departamento de Fitopatalpginiversidade Federal de
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil; LaBioMMi =Haatério de Bioquimica Micromolecular de Microrganos, Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sdo CarlosCa#os, Sao Paulo, Brasil.

Nd: Desconhecido.



Tabela 2solados do génermBenicilliumutilizados neste estudo.

Gene MALDI-
CML Espécie Subtrato Local sequenciado TOF
2703 Penicillium steckii  Nd LaBioMMi RPB2 X
240 P. aff. raistrickii gréo de café Lavras, MG RPB2 X
1226 P. terrigenum solo de cultivo de algodadvontividiu, GO RPB2 X
1231 P. wotroi solo do cerrado Montividiu, GO RPB2 X
2637 P. brasilianum Nd LaBioMMi RPB2 X
2691 P. brasilianum Nd LaBioMMi X
2693 P. brasilianum Nd LaBioMMi X
2689 P. brasilianum Nd LaBioMMi X
2695 P. brasilianum Nd LaBioMMi X
2688 P. brasilianum Nd LaBioMMi RPB2 X
2694 P. brasilianum Nd LaBioMMi RPB2 X
2528 Penicilliumsp.1 Nd LaBioMMi RPB2 X
2690 Penicilliumsp.1 Nd LaBioMMi RPB2 X
2696 Penicilliumsp. 1 Nd LaBioMMi RPB2 X
2686 P. multicolor Nd LaBioMMi RPB2 X
3014 P. multicolor solo da Mata Atlantica Estagdo Ecoldgica de ASHs, RPB2
3017 P. multicolor solo da Mata Atlantica Parque Estadual Carlos BotebP RPB2
2706 P. daleae solo da Mata Atlantica Parque Estadual Carlos BotebP RPB2 X
2731 P. daleae solo da Mata Atlantica Estacdo Ecoldgica de ASHs, RPB2 X
2732 P. daleae solo da Mata Atlantica Parque Estadual da llha aal@so, SP X
2829 P. daleae solo da Mata Atlantica Estagdo Ecoldgica de ASHs, RPB2 X
3013 P. daleae solo da Mata Atlantica Estacdo Ecoldgica de ASs, RPB2
3025 P. daleae solo da Mata Atlantica Estagdo Ecoldgica de ASHs, RPB2
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Tabela 2, continuagéo

Gene MALDI-

CML Espécie Subtrato Local sequenciado TOF
2715 P. aff. miczynskii solo da Mata Atlantica Parque Estadual da llha aal@so, SP X
2730 P. aff. miczynskii solo da Mata Atlantica Parque Estadual da llha da@so, SP  RPB2 X
2729 P. westlingii solo da Mata Atlantica Estacéo Ecoldgica de ASis, RPB2 X
2733 P. westlingii solo da Mata Atlantica Estac&o Ecoldgica de ASis, RPB2 X
2951 P. westlingii solo da Mata Atlantica Parque Estadual Carlos BotebP RPB2 X
2716 Penicilliumsp.2 solo da Mata Atlantica Estacdo Ecol6gica de ASHs, RPB2 X
3022 Peniciliumsp. 2 solo da Mata Atlantica Estacéo Ecoldgica de ASis, RPB2
1229 P. aff. decaturense solo do cerrado Montividiu, GO RPB2 X
2705 P. chrysogenum Nd LaBioMMi RPB2 X
2527 P. rubens sedimento de praia Praia do Mucuripe, CE RPB2
3167 P. digitatum Citrus cinesis Lavras, MG RPB2
3021 P. adametzii solo da Mata Atlantica Estacéo Ecoldgica de ASis, RPB2
3024 Penicilliumsp.3 solo da Mata Atlantica Estacéo Ecoldgica de ASis, RPB2
3011 Penicilliumsp.4 solo da Mata Atlantica Parque Estadual Carlos BotebP RPB2

Penicilliumaff.
3020 herquei solo da Mata Atlantica Parque Estadual Carlos BotebP RPB2
2828 Penicilliumsp.5 solo da Mata Atlantica Parque Estadual da llha aal@so, SP X
2965 P. flavigenum Nd Nd RPB2 X
2966 P. chermesinum Nd Nd X
2725 P. aff. janthinellum solo da Mata Atlantica Estacéo Ecoldgica de AsSiB, RPB2 X
2726 P. aff. janthinellum solo da Mata Atlantica Estacdo Ecol6gica de ASHs, RPB2 X
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Tabela 2, continuagéo

Gene MALDI-
CML Espécie Subtrato Local sequenciado TOF
2727 P. janthinellum solo da Mata Atlantica Estagdo Ecoldgica de ASH#s, RPB2 X
2701 P. citrinum Nd LaBioMMi X
2702 P. citrinum Nd LaBioMMi X
2633 P. citrinum Nd LaBioMMi RPB2 X
2634 P. citrinum Nd LaBioMMi X
2635 P. citrinum Nd LaBioMMi X
2638 P. citrinum Nd LaBioMMi X
2639 P. citrinum Nd LaBioMMi X
2640 P. citrinum Nd LaBioMMi X
2641 P. citrinum Nd LaBioMMi X
2642 P. citrinum Nd LaBioMMi X
2683 P. citrinum Nd LaBioMMi RPB2 X
2684 P. citrinum Nd LaBioMMi X
2685 P. citrinum Nd LaBioMMi RPB2 X
2687 P. citrinum Nd LaBioMMi X
2697 P.citrinum Nd LaBioMMi X
2698 P. citrinum Nd LaBioMMi X
2699 P. citrinum Nd LaBioMMi X
2950 P. citrinum sedimento marinho Praia do Pecém, CE RPB2 X

Abreviacdes das cole¢des de culturas: CML = Colé&g@wlogica de Lavras, Departamento de Fitopatalpglniversidade Federal de Lavras,
Lavras, Minas Gerais, Brasil; LaBioMMi = Laboramrde Bioquimica Micromolecular de Microrganismosgp@rtamento de Quimica da
Universidade Federal de S&o Carlos, S&o CarlosP&dlo, Brasil.

Nd: Desconhecido.
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Tabela 3 Isolados do génefalaromycesitilizados neste estudo.

Gene MALDI-
CML Espécie Subtrato Local sequenciado TOF
Talaromyces

395 amestolkiae solo Benjamin Constant, AM RPB2 X
2994 T. amestolkiae solo da Mata AtlanticaParque Estadual Carlos Botelho, SP RPB2
2995 T. amestolkiae solo da Mata AtlanticaParque Estadual llha do Cardoso, SP RPB2
3019 T. amestolkiae solo da Mata AtlanticaParque Estadual llha do Cardoso, SP RPB2
2709 T. amestolkiae liteira deClusiasp. Serra da Jibdia, BA RPB2 X

liteira deVismia x
2707 T. amestolkiae guianensis Serra da Ibiapaba, Ubajara-CE
1495 T. amestolkiae Nd UFMG, MG X
2831 T.amestolkiae liteira Serra da Ibiapaba, Ubajara-CE RPB2 X
3004 T.thailandensis solo da Mata AtlanticaParque Estadual Carlos Botelho, SP RPB2
3005 T. thailandensis solo da Mata AtlanticaParque Estadual Carlos Botelho, SP RPB2
3015 T.c.f.thailandensis  solo da Mata AtlanticaParque Estadual Carlos Botelho, SP RPB2
238 T. ruber Pinussp. Floresta S.A. Bayer Chemicals, Chile RPB2 X
1452 T. verruculosus Nd UFMG, MG RPB2 X
2717 T. palmae solo da Mata AtlanticaParque Estadual Carlos Botelho, SP RPB2 X
2827 Talaromycesp. 2 solo da Mata AtlanticaEstacdo Ecoldgica de Assis, SP RPB2
2719 T. minioluteus Nd LaBioMMi RPB2 X
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Tabela 3, continuagéo

Gene MALDI-
CML Espécie Subtrato Local sequenciado TOF
2830 T. tratensis sedimento marinho Praia do Pecém, CE RPB2 X
3006 Talaromycesp.1 solo da Mata AtlanticaEstacdo Ecolégica de Assis, SP RPB2
3007 Talaromycesp.1 solo da Mata AtlanticaEstacdo Ecolégica de Assis, SP RPB2
1240 T. purpurogenus solo Montividiu, GO RPB2 X
2644 T. wortimannii Nd LaBioMMi RPB2 X
2681 T. wortimannii Nd LaBioMMi RPB2 X
2704 T. aff. wortmannii fruto de maca LaBioMMi RPB2 X
liteira deVismia
2710 T. pinophilus guianensis Mata Pau Ferro, PB X
liteira deVismia
2711 T. pinophilus guianensis Serra da Jiboia, Santa Terezinha, BA RPB2 X
liteira deVismia
2712 T. pinophilus guianensis Mata Pau-Ferro, PB X
liteira deVismia X
2713 T. pinophilus guianensis Serra da Ibiapaba, Ubajara, CE RPB2
2826 T. trachyspermus solo da Mata AtlanticaEstacdo Ecolégica de Assis, SP RPB2

Abreviacdes das cole¢Bes de culturas: CML = Colédi@ologica de Lavras, Departamento de Fitopatalpginiversidade Federal de Lavras,
Lavras, Minas Gerais, Brasil; LaBioMMi = Laborathrde Bioquimica Micromolecular de Microrganismogp@rtamento de Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos, Sao CarlosP&éalo, Brasil.

Nd: Desconhecido.
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Tabela 4 Isolados de referéncia da regido RPB2adibs na filogenia das
espécies daspergillus Penicilliume Talaromyces

Cédigo dos
isolados de  Acesso GenBank

Género Espécie referéncia para RPB2
Aspergillus Aspergillus terreus  NRRL 255 EF669628
Aspergillus A. terreus *NRRL 680 EF669660
Aspergillus A. terreus *NRRL 1913 EF669621
Aspergillus A. nomius NRRL 13137 EF661456
Aspergillus A. amoenus NRRL 4838 JIN853824
Aspergillus A. dimorphicus NRRL 3650 EF652096
Aspergillus A. tubingensis NRRL4875 EF661055
Aspergillus A. flavus *NRRL 1957 LC000581
Aspergillus A. insulicola NRRL 6138 EF661286
Aspergillus A. welwitschiae CBS 557.65 LC000572
Aspergillus A. fijiensis *CBS 119.49 HE984375
Aspergillus A. clavatus NRRL1 EF669730
Aspergillus A. cejpii CBS 157.66 IN121447
Aspergillus A. chevalieri NRRL 78 EF651954
Aspergillus A. sclerotiorum NRRL 415 EF661287
Aspergillus A. calidoustous *CBS 121611 JN121438
Aspergillus A. auratus NRRL 4378 EF669766
Aspergillus A. sydowii NRRL 250 EF652186
Aspergillus A. keveii *NRRL 1974 EF652168
Aspergillus A. nutans NRRL 4364 EF661227
Aspergillus A. raperi NRRL 2641 EF652190
Penicillium Penicillium steckii CBS 260.55 JN606602
Penicillium P. raistrickii CBS 261.33 JN406592
Penicillium P. terrigenum CBS 127354 JN606600
Penicillium P. wotroi CBS 118171 KF296460
Penicillium P. brasilianum CBS 253.55 KF296420
Penicillium P. multicolor CBS 501.73 EU427262
Penicillium P. daleae CBS 211.28 KF296427
Penicillium P. miczynskii CBS 220.28 JN606623
Penicillium P. westlingii CBS 231.28 JN606625
Penicillium P. decaturense CBS 117 509 JN606621
Penicillium P. chrysogenum  *CBS 306.48 JX996596




78

Tabela 4, continuagéo

Cddigo dos
isolados de  Acesso GenBank

Género Espécie referéncia para RPB2
Penicillium P. rubens *CBS 129667 KJ476430
Penicillium P. digitatum CBS 112082 JN121426
Penicillium P. adametzii CBS 209.28 JN121455
Penicillium P. herquei CBS 336.48 IN121494
Penicillium P. flavigenum *CBS 419.89 JX996676
Penicillium P. janthinellum CBS 340.48 JIN121497
Penicillium P. citrinum *CBS 139.45 JN606604
Talaromyces  T.amestolkiae CBS 132 696 JX315698
Talaromyces T. thailandensis  CBS 133147 KM023307
Talaromyces  T. ruber CBS 132704 JX315700
Talaromyces  T. verruculosus CBS 388.48 KM023306
Talaromyces  T. palmae CBS 442.88 KM023300
Talaromyces  T. minioluteus CBS 642.78 JF417443
Talaromyces T. tratensis CBS 113. 146 KF984911
Talaromyces  T. purpurogenus  CBS 286.36 JX315709
Talaromyces  T. wortimannii *CBS 391 48 KF196976
Talaromyces T. pinophilus CBS 631.66 KM023291
Talaromyces  T.trachyspermus CBS 373.48 JF417432

Abreviagbes das colecbes de culturas: NRRLNational Centre for Agricultural
Utilization ResearchPeoria, IL, EUA; CBS =Centraalbureau voor Schimmelcultures
Utrecht, Holanda.

*Isolados de referéncia que ndo sao isolados tipo.



APENDICE C

Tabela 5Caracteristicas macromorfologicas das espécidspergillusem diferentes meios de cultura incubados a
25 °C, com excecao do CYA 37 °C e sem fotoperiodo.

Coloracgéo da colénia

Diametro da col6nia (mm)

CYA CYA
Espécie/isolado MEA CYA 37°C YES CREA OA MEA CYA 37°C YES CREA OA
A. terreus Bege Bege e Bege Branco Branco Bege 39,6 38 48,3 60,3 24,3 35,6
(CML 2629, branco ao branco, verso bege verso com
CML 2630) centro Verso alaranjado alaranjado bordas
alaranjado brancas
A. terreus Bege com Marrom Marrom Bege Begee Marrom 48 54,3 65 70 31 33,3
(CML 2948) bordas claro bege claro, verso esbranqui- branco  claro
brancas aocentro marrom cado bordas
verso escuro verso branco
marrom marrom amarela-
amarelado das

76



Tabela 5, continuacéo

Coloragdo da colbnia

Didmetro da col6nia (mm)

CYA CYA
Espéciel/isolad MEA CYA 37°C YES CREA OA MEA CYA 37°C  YES CREA OA
A. terreus Bege com Marrom Marrom Amarela- Marrom Marrom 46,3 47,6 63 64,3 25,3 34,3
(CML 2721) bordas amarelado claro da claro claro
brancas  no centro, marrom com
verso nas bordas bordas
marrom Verso brancas
amarelado alaranjado
A. sclerotiorum Branco AlaranjadaBrancaao Branca Branca Branca 38,6 42,3 4.6 57 20 30
(CML 2714) ao centro e centro e
branc: amarelad
A. dimorphicus Branco Branco - Branco Branco Cobree 18,3 23 - 39 9,3 15
(CML 2718) acobreado amarela- branco
do nas
A. flavus(CML  Verde Verde Marrom, Verde Verde Verde 57,6 60,3 60,3 70 37,6 45
2722) oliva oliva esclerédios oliva oliva oliva
esbranqui- marrom amarelado claro com
¢cado escuro bordas
Verso bege bege
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Tabela 5, continuacéo

Coloragdo da colbnia

Didmetro da col6nia (mm)

CYA CYA
Espéciel/isolad MEA CYA 37°C YES CREA OA MEA CYA 37°C YES CREA OA
A. flavus Verde Verde Branco e Verde Verde Verde 63 60,6 53 70 45 48,3
(CML 2736) oliva oliva marrom oliva, oliva oliva
amarron- claro bege e claro esbran-
zado esclerédios esbranqui- quigado,
Verso marrom ¢ado verso borda
résec escurt amarel bege
A. clavatus Branco Verde Branco Verde Verde Verde 19 27,3 14,6 26,6 17,3 23
(CML 2734) esverdea- escuro escuro escuro  escuro
do com com com com
bordas bordas bordas  bordas
brancas brancas brancas, brancas
verso
amarela-
do
A. fijiensis Marrom  Marrom - Marrom Marrom Marrom 43,5 70 4 70 31,5 43
(CML2735 e escuro escuro escuro escuro  escuro
CML 2165) com com
bordas borda
brancas branca,
verso
amarelo
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Tabela 5, continuacéo

Coloragdo da colbnia

Didmetro da col6nia (mm)

CYA CYA
Espéciel/isolad MEA CYA 37°C YES CREA OA MEA CYA 37°C  YES CREA OA
A. welwitschiae Marrom  Marrom Marrom  Marrom Esporula- Marrom 51,8 64,4 63,3 70 38,4 48,3
(CML2949, escuro escuro escuro escuro céo escuro
CML2627, marrom
CML2628) escuro
A. tubingensis Marrom e Branco com Preta com Preta Esporula-Branco 38,6 66,6 63,3 63,3 55 44
(CML 2720) branca esporulagdo esclero- ¢do preta
preta dios rosa visivel
claro
A. chevalieri Amarela- Amarelo - Cobre - Marrom 7 13 - 353 - 5
(CML 2737) do com bordas amarelado claro
brancas bordas com
brancas bordas
brancas
A. insulicola Marrom  Marrom Marrom  Marrom Branco Marrom 30,6 35,3 11,6 52 16,6 23,6
(CML 2947) dourado claro com claro claro, claro
bordas bege verso bordas
marrom  brancas
com Verso
bordas marrom
alaranja- escuro
das com borda
alaranjada
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Tabela 5, continuacéo

Coloracgéo dacolbnia

Didmetro da coldnia (mm’

CYA CYA
Espécie/isolado MEA CYA 37°C YES CREA OA MEA CYA 37°C YES CREA OA
A. sydowii Verde Verde com Marrom  Verde Verde Verde 14,6 19,6 5 23,3 12 15
(CML 2967) com bordas claro com com com
bordas brancas, bordas bordas  bordas
brancas verso brancas, brancas brancas
marrom Verso
alaranjado alaranjado
A. keveii Bege Marrom - Branco Branco Branco 10,3 22,3 - 23,6 13,3 24
(CML 2968) esverdea- claro acinzenta- acinzen-
do acinzentado, do, verso tado,
Verso alaranjado Verso
amarelado esverde-
ado
Rosa Rosa claro - Branco - Rosa 33 14 - 12 - 15
A. nutans claro com claro
(CML 1996) bordas
branca
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Tabela 6 Caracteristicas macromorfologicas das espéci€zdiilliumem diferentes meios de cultura incubados a
25 °C, com excecao do CYA 37 °C e sem fotoperiodo.

Coloragao da colbnia

Diametro da coldnia (mm)
CYA CYA
Espéciel/isolado MEA CYA 37°C YES CREA OA MEA CYA 37°C YES CREA OA
P. aff. Verde oliva Réseo ao - Branca Branco - 20 26,6 - 30,6 13,6 -
decaturense ao centro, centro, verde Verso laranja amarelada
(CML 1229) verde claro claro e branca
e branca nas Verso laranja
bordas
P.wotroi Verde, Brancaao Branca Rosa acinzentadoAmarela- - 49,6 42 21,3 44,3 21,6 -
(CML 1231) amarela centro, ao centro, verde da
combordas amarela e acinzentado com
brancas verde com borda brancas
bordas brancas verso amarelo
verso laranja
P. daleae Marrom Branca verso - Branca verso Branca - 29,6 20 - 25 8,6 -
(CML 2706) claro ao amarelo amarelo ao centro
centro e e laranja
bege
P.flavigenum Verde ao Verde ao - Verde azulada - - 25 21,5 - 34 - -
(CML2965) centro e centro com com bordas
branca com bordas branca brancas verso
tons amareladas

amarelados verso amarelo

amarelo alaranjado
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Tabela 6, continuacéo

Coloracgéo dacolbnia

Diametro da colénia (mm’

CYA 37 CYA
Espécie/isolad MEA CYA °C YES CREA OA MEA CYA 37°C YES CREA OA
P. chermesinum Esverdeado Bege acinzen- Bege esverdeado Branca - 24 25 23 30 6 -
(CML 2966) comtons amarelado com tado ao com bordas amarelada
amarelados bordas brancascentro e brancas verso
verso amarelo verde laranja ao centro
alaranjad claro e amarel
P. multicolor Verde claro Verde ao - Verde Branca - 26,3 33,3 - 34,3 13,3 -
(CML3014) com bordas centro e branca acinzentado ao amarelada
brancas exudados centro com tom
amarelos azulado com
Verso laranja bordas
ao centro e amareladas
amarelo nas verso laranja
bordas com bordas
amarelas
P. adametzii  Verde claro Verde - Verde azulado Branca - 28 213 - 25 7.3 -
(CML 3021) acinzentado acinzentado e com bordas

verso amarelo
claro

ao centro

brancas verso
amarelo claro
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Tabela 7TCaracteristicas macromorfologicas das espécidaldeomyceem diferentes meios de cultura incubados a
25 °C, com excecao do CYA 37 °C e sem fotoperiodo.

Coloragéo da coléni

Diametro da colénia (mm’

CYA CYA
Espécie/isolado MEA CYA 37°C YES CREA OA MEA CYA 37°C YES CREA OA
T. amestolkiae Verde pélido Rosa Réseo ao Amareloe  Branco Verde 43,8 27,6 10,8 28,5 18,5 32,1
(CML 1495, com bordas esverdeado centro com verdeao esverde- com
CML 2994, CML brancas ao centro e bordas centro com ado bordas
2995) branca, verso  brancas bordas brancas
avermelhado brancas verso
com bordas vermelho
branca amarronzad
T. amestolkiae Réseo Réseo com Réseo ao Réseoao Branco Verdeao 36,3 31,3 11,3 25 19 30,6
(CML 2709) esverdeado bordas centro com centro e centro,
com bordas brancas verso bordas branco réseo e
brancas marrom no verdes e  verso laranja branco
centro e brancas palido nas
amarelado bordas
T. amestolkiae  Esverdeado Rosaao Réseoao Amareloao Branco Verde 39 30,3 11,3 25 19,3 27
(CML 2707) centro verde centro com centro, verde com
com bordas bordas com bordas bordas
brancas, verdes e brancas, brancas
Verso brancas Verso
avermelhado avermelhado
com bordas com bordas
branca branca
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Tabela 7, continuac

Coloragéo da colbnia

Diametro da coldnia (mm)

CYA CYA
Espécie/isolado MEA CYA 37°C YES CREA OA MEA CYA 37°C YES CREA OA
T. amestolkiae Réseo Branco com Rosa claro Réseoao Branco Brancoe 32,6 18,6 8 20 19,6 38,6
(CML 2831) bordas réseas centro e as vezes
verso branco branco verso réseo ao
alaranjado laranja centro
T. pinophilus Verde Verde Branco Verde Branco  Verde 25,6 10 28,3 19,3 9 22,6
(CML 2711) amarelado  amarelado amarelado amare- escuro ao
com bordas com bordas lada centro
brancas verso brancas verso com
alaranjado marrom bordas
alaranjado amarela-
das
T. thailandensis Branca Branca - Branca verso Branca Branca 28,6 21 - 22,3 5,6 18,3
(CML 3004) Verso réseo e alaranjado
branca
T. thailandensis Amarela Amarela com - Résea no - Réseano 13,3 16 - 15,3 3,5 21,6
(CML 3005) borda branca centro e centro e
Verso amarela, amarela
amarelo verso laranja
alaranjado amarelado
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Tabela 7, continuacéo

Coloragéo da colbnia Diametro da coldnia (mm)
CYA CYA
Espécie/isolado MEA CYA 37°C YES CREA OA MEA CYA 37°C YES CREA OA
T. thailandensis Amarela com Résea no - Réseano Branca Amarela 24,3 21,3 - 22,3 8,6 24,3
(CML 3015) bordas centro centro e
brancas amarela e amarela
branca, verso verso laranja
amarelo no ao centro e
centro e rosa amarelado
T. ruber Verde oliva  Laranja ao Branco - Amarela- Verde 32 22 9,6 - 5 25
(CML238) com bordas centro, verde, da oliva
amareladas rosa com com
bordas bordas
brancas, amarela-
verso laranja das
avermelhado
T. purpurogenus Verde oliva  Verde oliva Résea Verde oliva Amarela Verde 21,6 21 6,3 20,6 6 16,6
(CML 1240) com bordas  ao centro ao centro oliva
branco laranja o escuro tons com
amareladas amarelo e de verde bordas
verde azulado e amarelo
Verso rosa, borda esverdea
vermelho alaranjada e das
branca verso
laranje
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Tabela 7, continuacéo

Coloragéo da colbnia

Diametro da coldnia (mm)
CYA CYA
Espécie/isolado MEA CYA 37°C YES CREA OA MEA CYA 37°C YES CREA OA
T.cf. Verde claro  Branco ao Réseo Brancoao Amarelo Verde 26,3 24,3 25,3 21,6 9,6 29,3
verruculosus aocentroe centrocom acinzentado centro verde esverdea- claro ao
(CML 1452) amarelada tons com bordas amarelado da centro e
esverdeado brancas com bordas amarela-
Verso brancas verso do
avermelhad avermelhad
T. palmae Amarelaao Amarela ao - Amarela ao Amarela- Verde 23,3 21 - 22,3 7,3 14,3
(CML 2717) centro e centro e centro e da oliva
verde oliva  verde oliva verde oliva com
bordas bordas bordas borda
brancas  brancas verso amareladas branca
amarelo Verso
amarelo
T. minioluteus Verde Verde oliva - Branca e Branca  Marrom 12,6 11,3 - 12,3 2,3 11,3
(CML 2719) amarronzado com borda verde oliva
com borda branca verso laranja
branca com borda
amareli
T. tratensis Amarela ao Amarela ao - Verde - Amarela 10,6 9,6 - 9,3 2,5 7
(CML 2830) centro e centro e azulado ao ao centro
verde oliva branco verso centro e com
com borda amarelo branca verso bordas
branca amarelado branca
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Tabela 8Caracteristicas micromorfologicas das espécidssgergillusem meio cultura MEA incubados a 25 °C.

Formato
Espécie/ Estipe da Tamanho da Formato Tamanho do Fonte da
isolado (nm)  vesicula vesicula fim) Séries do conidio conidio (um) descricdo

A. terreus

(CML 2629) 6,3-7 globosa 15,9-16,3 Bisseriado  bgkp 2,2-2,4 Klich, 2002

A. sclerotiorum

(CML 2714) 8,1-10 piriforme 20-22,6 Bisseriado globoso 2,7-3,0 Klich, 2002

A. dimorphicus Samson et al.,

(CML 2718) 22,6 -25 globosa 34,1-36 Bisseriado globoso 3,0-4,0 2014

A. tubingensis 10,7- Klich, 2002,

(CML 2718) 11,3 globosa 35,3-42,2 Bisseriado globoso 3,5-5 Varga et al., 2007
Henn. apud

A. welwitschiae Wehmer, 1907

(CML2627) 13-13,7 globosa 58,6-67,3 Bisseriado globoso 3,5-4,0 Hong et al., 2013

A. fijiensis

(CML 2165) 9-11 elipsoidal 55-65 Unisseriado elipsoidal 34x4-35x4 Vargaetal., 2011

A. flavus

(CML 2722) 9,3-12 globosa 26,7 -35 Unisseriado globoso 3,2-3,6 Klich, 2002

A. clavatus

(CML 2734) 15-30 piriforme 66-72 Unisseriado elipsoidal 3,0 x 2,5- 3,5x 2,5 Klich, 2002
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Tabela 9 Caracteristicas micromorfologicas dasaispéePenicilliumem meio cultura MEA incubados a 25 °C.

Formato
Estipe Ramificagdo do  N°de do Tamanho do Fonte da
Espéciel/isolado (um) conidioforo métulas  conidio  conidio (um) descri¢ao
P. raistrickii
(CML 240) 297 Biverticilado 3-5 Globoso 2 Pitt, ZD0
P. chrysogenum
(CML 2705) 200 -268 Terverticilado 3-5 Subgloboso 2,5-3,0 Pitt, 2000
P. digitatum Terverticilado a
(CML 3164) 74-75 biverticilado 3 Elipsoidal 6 x2,5 Pitt, 2000
P. brasilianum
(CML 2688) 8- 11 Monoverticilado  2-3 Elipsoidal 3,2-4,4x4,5 Batista, 1957
P. multicolor Rivera e Seifert,
(CML 2686) 169,3 Monoverticilado 2-4 Elipsoidal 5% 3,0 2011; Pitt, 2000
P. citrinum Terverticilado a Houbraken et al.,
(CML 2950) 105 quarterverticilado 3-5 Globoso 2,5 2011
P. steckii Elipsoidal/ 2.3 -2,7 x Houbraken e
(CML 2703) 100 Terverticilado 3-6 fusiforme 2,0-2,5 Samsom, 2011
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Tabela 10Caracteristicas micromorfol6gicas das espéciegatlromyceg€m meio cultura MEA incubados a
25°C.

Estipe Ramificagdo do N°de Formato do Tamanho do

Espécie/isolado (pm) conidiéforo métulas conidio (um) Fonte da descricdo
T. amestolkiae

(CML 2709) 92,5- 97 Biverticilado 3-6 2-2,5x15-2.0 Yilmaz et al., 2014

T. ruber 121 -135 Biverticilado 3-6 25-3,0541,7 Yilmazetal., 2014

T. pinophilus Samson et al.,2011
(CML 2710) 59,4 - 80 Biverticilado 3-6 subgloboso Yilmaz et al., 2012

T. tratensis

(CML 2830) 125-215 Biverticilado 3-6 2.0-2.3 x 3.0-3,2Yilmaz et al., 2014
T. wortmannii

(CML 2644) 100-140 Biverticilado 3-6 2,5-3,0x 1,5-3,7 Yilmaz et al., 2014
T. minioluteus

(CML 2719) 80-83 Biverticilado 3-6 2.5%4.5-1,7 Yilmaz et al., 2014
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