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RESUMO

O Brasil possui a maior diversidade global, entretanto tem testemunhado a
percentuais elevados de devastacdo ambiental. A manutencdo de espécies em
laboratério, aliado a inovagdo, sdo a melhor alternativa para a manutencao
dessa diversidade. O solo é considerado um mosaico de micro-habitats
devido a sua heterogeneidade e complexidade e, dessa forma é um dos
principais ecossistemas para o desenvolvimento de populagdes microbianas.
Dessa microbiota, os fungos representam grande parte da biomassa, e sao de
grande importancia. Aspergillus e Penicillium sdo os mais importantes
géneros de fungos ligados as atividades humanas e o estudo exclusivo destes
no solo é pouco comum. Este estudo teve como objetivo avaliar a
diversidade de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium isolados do solo
de cinco areas no Quadrilatero Ferrifero, bem como avaliar seu potencial
toxigénico e as correlagbes com os nutrientes do solo. Foram coletadas 20
amostras de solo, e para cada uma destas foram realizadas diluigdes seriadas
nos meios DG18 e DRBC. As espécies dos géneros Penicillium e
Aspergillus foram identificadas através de caracteristicas morfoldgicas. Foi
realizada a caracterizagdo dos isolados ndo identificados, utilizando
fotografias das col6nias e microscopia, assim como o estudo filogenético de
alguns deles. A producdo de ocrotoxina A (OTA), citrinina e aflatoxinas B1,
B2, G1 e G2 foi avaliada por cromatografia de camada delgada. Foi
verificada a diversidade, riqueza e composicao das espécies e sua relagdo
com os atributos do solo. Foram isolados 1984 espécimes pertencentes a 88
morfotipos distintos, sendo 50 destes ndo identificados. Um isolado de A.
ochraceoroseus foi identificado e pode ser o Gnico espécime encontrado fora
da Costa do Marfim. A analise filogenética dos morfotipos ndo identificados
foi inconclusiva, sendo necessarios mais genes para confirmagdo das
espécies. Todos isolados de A. carbonarius produziram OTA; nenhum
isolado de A. niger e A. niger agregado produziram OTA,; todos isolados de
A. flavus e A. parasiticus produziram as respectivas aflatoxinas. Todos
isolads de P. citrinum produziram citrinina, assim como os morfotipos
Penicillium sp. 04, 19 e 27. Foi visualizado a producédo de vérias substancias
luminescentes ndo identificadas dos morfotipos ndo identificados, o que
pode auxiliar na identificacdo desses morfotipos e caracterizarem compostos
de interesse industrial. As areas foram heterogéneas em diversidade, riqueza
e composicdo de espécies. Capim e Eucalipto foram mais representativas em
riqueza e abundancia de espécies. Alguns atributos do solo foram altamente
associados a ocorréncia e abundancia das espécies de Aspergillus e
Penicillium nos solos. As espécies avaliadas nesse trabalho, possivelmente
séo resistentes a Fe, Mn, Cu, Al e S e presumivelmente podem ser utilizadas
na biorremediag&o de sitios contaminados.

Palavras chave: Taxonomia polifésica, fungos filamentosos e micotoxinas.






ABSTRACT

Brazil has the largest global diversity index, however we have witnessed the
high percentage of environmental devastation. Maintaining species in the
laboratory, together with innovation, are the best alternative to maintain that
diversity. The soil is considered to be a mosaic of micro-habitats, due to its
heterogeneity and complexity, and thus is a major ecosystems for the
development of microbial populations. This microflora, fungi represent a
large part of the biomass, and are of great importance. Aspergillus and
Penicillium are the most important genera of fungi related human activities
and the exclusive study of these in the soil is unusual. This study evaluated
the diversity of fungi Aspergillus and Penicillium isolated from soil of five
distinct areas in the Iron Quadrangle, and evaluated its potential toxigenic
and correlations with soil nutrients. Twenty soil samples were collected, and
for each of these samples, serial dilutions were made in DG18 and DRBC
means. The species of Penicillium and Aspergillus were identified by
morphological characteristics. The characterization of the unidentified
isolates was performed using microscopy and the colonies pictures, as well
as phylogenetic study of some of them. The production ocrotoxina A (OTA),
citrinin and aflatoxins B1, B2, G1 and G2 was assessed by Thin Layer
Chromatography. Diversity, richness and composition of species, and their
relationship with soil properties was verified. They were isolated in 1984
specimens belonging to 88 different morphotypes, 50 of these unidentified.
An isolate of A. ochraceoroseus been identified and may be the only
specimen found outside the Ivory Coast. Phylogenetic analysis of
unidentified morphotypes was inconclusive, requiring more genes to confirm
the species. All isolates of A. carbonarius produced OTA; any isolated from
A. niger and A. niger aggregate OTA produced; all isolates of A. flavus and
A. parasiticus produced the respective aflatoxins. All P. citrinum produced
citrinin, together with Penicillium sp. 04, 19 and 27. Luminescent several
unidentified substances were produced by unidentified morphotypes, which
can help identify these and can be compounds of industrial interest. The
areas were heterogeneous in diversity, richness and species composition.
Grass and Eucalyptus were more representative in richness and abundance of
species. Some soil attributes were highly associated with the occurrence and
abundance of species of Aspergillus and Penicillium in soils. The species
evaluated in this work, are possibly resistant Fe, Mn, Cu, Al and S and can
presumably be used in bioremediation of contaminated sites.

Key words: Polyphasic taxonomy, filamentous fungi and mycotoxins.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O Brasil tem o maior indice de diversidade bioldgica global, com
aproximadamente 20% do total das espécies conheciadas da biosfera
(OLIVEIRA et al., 2006; ESPOSITO e AZEVEDO, 2010), e, possui dois
biomas endémicos: a Mata Atlantica e o Cerrado, trés grandes ecossistemas
marinhos e seis biomas terrestres, com uma média de 700 novas espécies de
animais descobertas por ano (BRASIL, 2015; MITTERMEIER et al., 1992).
Entretanto, apesar de toda essa megadiversidade, o pais tem testemunhado a
percentuais elevados de devastagdo ambiental como agricultura, mineragéo,
urbanizagdo e desmatamento que levaram o Cerrado e a Mata Atlantica
serem considerados como hotspots para a conservacdo (LEWINSOHN e
PRADO, 2002; MITTERMEIER et al., 1999; ZARI, 2014).

A idéia de conservacdo estatica da biodiversidade, como por
exemplo manter intdcta uma determinada &rea ou a armazenagem de
material biol6gico, vem desaparecendo nos ultimos anos e sendo substituida
pela idéia de uma conservacdo dinamica, através da nocdo de recurso e
inovacdo. Novos acordos governamentais estabelecem que os paises devem
conservar sua biodiversidade, desenvolver recursos para sustentabilidade e
partilhar os beneficios resultante de seu uso.

O solo abriga uma consideravel parte da diversidade de fungos do
planeta, sendo considerado seu ambiente primario. Entretanto, ainda nao ha
uma boa estimativa do nimero de espécies de fungos do solo. Estes, sdo
importantes componentes da microbiota, constituindo a maior biomassa
guando comparado a outros organismos, dependendo das condigdes
nutricionais do ecossistema. Estdo envolvidos em processos como agregagéo
do solo, decomposicéo de residuos orgénicos, mineralizacdo de nutrientes,

estabelecimento de relagdes simbioticas e controle de pragas e doencas.
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O isolamento de Aspergillus e Penicillium do solo é comum, ja que
as condicOes sdo favoraveis para 0 seu crescimento, principalmente pela
abundancia de compostos organicos neste ecossistema. E devido a essa
ampla ocorréncia de ambos os géneros no solo, o isolamento e identificacdo
de suas espécies pode contribuir para um melhor entendimento da estrutura
da comunidade do solo e da funcdo dessas espécies nesse ecossistema.

A presenga de metais pesados no solo pode alterar a composicéo
microbioldgica, levando a uma diminuicdo da biodiversidade, entretanto
pode também acarretar na selecdo de linhagens resistentes ao impacto
proveniente da exploragdo de minérios, e estas podem apresentar potencial
biotecnoldgico ainda inexplorado.

Sobre tudo, € instigante avaliar a biodiversidade de ambientes de
p6s-mineracdo, visto que este ambiente foi completamente alterado e
apresenta caracteristicas diferentes de solos de cultivo, de florestas ou
urbano. Além disso, a presenca de grande quantidade de minério faz com
que possivelmente a microbiota do solo seja especifica e adaptada. Nessa
perspectiva, o estudo de Aspergillus e Penicillium dessas areas € necessario e
de grande importancia cientifica, principalmente com o propoésito de
contribuir para o conhecimento da diversidade de fungos desses ambientes
pouco estudados. Também contribuird para a taxonomia microbiana em
Minas Gerais, principalmente taxonomia de fungos, aumentando o
conhecimento sobre a diversidade de Aspergillus e Penicillium.

Nesse contexto, os isolados pertencentes aos géneros Aspergillus e
Penicillium foram identificados, classificados fenotipicamente e avaliados
quanto a producdo de micotoxinas. Além disso, também foram avaliadas a
riqueza e a abundancia das espécies obtidas e suas correlagbes com 0s

constituintes dos diferentes solos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estimativas de biodiversidade de fungos

De forma simples, biodiversidade pode ser definida como a
diversidade dos seres vivos e, hd aproximadamente 20 anos, este termo e
conceito tém adquirido um uso amplo, ndo s6 entre especialistas da area
como também, lideres politicos e cidaddos informados em todo mundo. Este
uso coincidiu com o0 aumento da preocupacdo ecolégica e de extin¢do de
espécies, iniciada nas Ultimas décadas do Século XX. Ou seja, perder sem ao
menos ter a chance de conhecer (BRASIL, 2015).

Estimativas da biodiversidade de fungos sdo produzidas ha muitos
anos, a primeira mais descrita delas para espécies ja identificadas, foi a
edicdo inicial do “Dictionary of the fungi”, que apresentava 38.000 espécies.
Hoje, na décima edicdo, o dicionério quase triplicou esse numero, chegando
a 99.000 espécies (KIRK et al., 2008). Desse numero, os filos com mais
representantes sdo, sem duvida, Ascomycota e Basidiomycota (Figura 1).

Outra estimativa bastante discutida pelos micologistas é a chamada
“estimativa G” proposta por Hawksworth em 1991, onde ¢é apresentado um
total de espécies fungicas hipotéticas de 1,5 milhdes. Esse numero foi
proposto com base em pesquisas anteriores e, na proporc¢do de fungos por
planta (6:1) encontrados nas ilhas britanicas. Entretanto, muitos autores,
incluindo o proprio Hawksworth (HAWKSWORTH, 2012), consideram esta
estimativa conservadora, por basear-se no local com menor diversidade de
plantas vasculares do mundo comparados a América do Norte e Central e,
além disso, ndo incluirem fungos encontrados associados a insetos e outros
substratos (BLACKWELL, 2011; FROHLICH e HYDE, 1999;
HAWKSWORTH, 2001; MUELLER e SCHMIT, 2007; SIMOES et al.,
2013).
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Figura 1 — Numero de espécies por filo, 10* edi¢do do “Dictionary of the

fungi”.
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Fonte: Blackwell (2011).

A partir desse pressuposto, diversos autores publicaram estimativas
para espécies fungicas (Tabela 1). Entretanto, estudos recentes com a
utilizagdo de meétodos moleculares em amostras ambientais de solo,
revelaram alto indice de acumulagdo de novas espécies, e estes dados
suportaram novas estimativas de 3,5 a 5,1 milhdes de fungos
(BLACKWELL, 2011; JUMPPONEN e JOHNSON, 2005; O’BRIEN et. al.,
2005;).

Mesmo com as muitas tentativas de compilar as informagdes
disponiveis sobre a diversidade de fungos, estes dados ndo podem ser usados
para estimar com rigor a diversidade global de fungos (BLACKWELL,

2011). Pois, além da dificil estimativa, a taxonomia dos fungos evolui
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continuamente com redefinicbes sucessivas da arvore da vida, isto é,
constantes mudangas nos esquemas taxondmicos dos fungos, como por
exemplo 0 novo conceito proposto de "um fungo um nome", para evitar
nomes diferentes para os estados de fungos anamorficos e teleomorficos
(SIMOES et al., 2013).

A falta de informacdes basicas e mais precisas sobre a diversidade
taxonémica de fungos tem implicacBes significativas em muitos aspectos,
como por exemplo, na biologia evolutiva, hipéteses filogenéticas, relacdes
coevolutivas e o papel que a biodiversidade desempenha no fornecimento de
resiliéncia a perturbagdes. Dessa forma, ter uma estimativa estavel e aceita
de diversidade taxonémica de fungos é também necessario, para permitir que
fungos sejam incluidos em propostas governamentais de conservagdo da
biodiversidade e assuntos relacionados & preservacdo (MUELLER e
SCHMIT, 2007).

Tabela 1 — Publicages de estimativas de diversidade de fungos.

Autor Data Estimativa de espécies (comentarios)
Hawksworth 1991 1,5 milhdes
Hammond 1992 1 milhdo
Smith and Waller 1992 1 milhdo (somente em plantas tropicais)
Hywel-Jones 1993 1,5 milhdes (fungos de insetos)
Rossman 1994 1 milh&o
Dreyfuss and Chapela 1994 1,3 milhdes (somente endofiticos)
Hammond 1995 1,5 milhdes
Shivas and Hyde 1997 0,27 milhdes (somente patdgenos de

plantas)

Aptroot 1997 0,04-0,07 milhdes (Ascomicetos)
Cannon 1997 9,9 milhdes
Guzman 1998 0,2 milhdes (somente no México)
Frohlich and Hyde 1999 1,5+ milhdes (muito conservadora)
May 2000 0,5 milhdes
Arnold et al. 2000 1,5+ milhdes
Crous et al. 2006 0,17 milhdes (somente na Africa do Sul)

Fonte: Mueller e Schmit (2007).
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2.2 O solo como habitat para microrganismos

O solo é constituido por uma colecdo de corpos nhaturais
tridimensionais resultantes dos fatores de formagdo do solo, assim como
matéria organica viva e morta (SANTOS et al., 2008).

O habitat do solo é definido como o conjunto de organismos Vvivos
gue habitam o solo, incluindo plantas, animais e microorganismos e seu
ambiente abidtico. A natureza exata desse habitat é determinada por uma
complexa interacdo de geologia, clima e vegetagdo, isto &, interacdo entre
material mineral e organico com a temperatura, pluviosidade, altitude,
latitude, exposicédo ao sol, ao vento, e muitos outros fatores. Isto faz do solo,
um habitat extremamente peculiar com relagcdo a outros habitats terrestres,
em vista de sua natureza heterogénea, complexa e dinamica (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006; PAUL, 2015). Tais caracteristicas permitem que
microrganismos com metabolismos dispares possam conviver lado a lado,
interagindo em estado de equilibrio dindmico, muitas vezes com relacGes de
dependéncia essenciais para sua sobrevivéncia, proporcionando, assim,
condigbes ideais para uma biodiversidade extremamente elevada
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

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

A maioria dos processos naturais ttm o solo como o centro
dinamico, critico e regulador e, este, ndo s6 abriga uma grande proporc¢éo da

biodiversidade da Terra, mas também fornece substrato fisico para a maioria
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das atividades humanas. Embora, os solos ja tenham sido amplamente
estudados e classificados quanto as caracteristicas fisicas e quimicas, o
conhecimento de sua biodiversidade e funcdo no ecossistema € muito mais
complexo (COLEMAN et al., 2004). A exemplo disso, enquanto milhdes de
bactérias e fungos sdo frequentemente encontrados em solo fértil e de
superficie, apenas cerca de 0,1% de taxa microbianos foram cultivados e seu
papel entendido em solos mais profundos ou distantes da rizosfera
(BARRIQOS, 2007).

A microbiota do solo possui representantes de todos 0s grupos
(bactérias, fungos, algas e virus) que desempenham papel fundamental nos
processos que afetam fungdes do ecossistema (AZEVEDO et al., 2010).
Estima-se que microrganismos estdo envolvidos em mais de 80% das
reac0es que ocorrem no solo. Desses microrganismos, 0s fungos
representam, na maioria dos habitats do solo, grande parte da biomassa
microbiana, onde desempenham papel importante como decompositores de
substratos complexos e participam do ciclo natural do carbono, nitrogénio e
fosforo, representando até 90% da produtividade primaria liquida desses
elementos na maioria dos ecossistemas terrestres (BELL et al., 2009;
JOERGENSEN e WICHERN, 2008; PAUL, 2015).

O sucesso na colonizacdo e riqueza de fungos no solo esta
relacionado a sua habilidade saprofitica e competitiva, rapido crescimento
micelial, producdo de esporos, producdo de enzimas, assim como, tolerancia
a agentes alopaticos, salinidade, metais pesados, fungicidas naturais e a
temperatura (AZEVEDO et al., 2010).

Muitos fungos que habitam o solo sdo considerados saprébios, ou
seja, que decompdem a matéria organica e contribuem para a ciclagem dos
nutrientes, outros formam micorrizas com diversas espécies de plantas
(PFENNING e ABREU, 2006). Os géneros de fungos filamentosos ndo
formadores de micorrizas mais comumente encontrados no solo séo
representantes de Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium,
Fusarium, Pythium, Verticillium e Alternaria (GAMS, 2007). Esses



29

microrganismos possuem a capacidade de secretar enzimas no meio
ambiente e essas, auxiliam na degradacdo de produtos e compostos.

E amplamente encontrado na literatura que espécies do género
Aspergillus sdo mais encontradas em solos tropicais, enquanto espécies de
Penicillium sdo mais comumente encontradas em solos de regides
temperadas, também chamados solos boreais. Fungos pertencentes aos dois
géneros encontrados em solo sdo amplamente empregados em processos
biotecnoldgicos, devido a producdo de enzimas, antibidticos e outros
compostos de proveito industrial (PAUL, 2015; SCHUSTER et al., 2002).

Recentemente, fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e
Penicillium tém sido amplamente estudados quanto sua capacidade de
solubilizar fosfatos inorganicos insoldveis (CHANG e YANG, 2009;
NARSIAN et al., 2010). Estes microrganismos fosfato solubilizadores
podem transformar a forma insoltvel de fosfatos em forma soltvel por meio
de quelagdo, reacGes de troca idnica e principalmente acidificacdo (WANG
et al., 2007). Portanto, a presenca desses microrganismos solubilizadores de
fosfato no solo pode ndo s6 compensar o elevado custo de fabricacdo de
fertilizantes fosfatados, como também reduzir a poluicdo causada pelos
tradicionais métodos quimicos de producdo de fertilizantes fosfatados
(KAPRI e TEWARI, 2010).

2.3 Os géneros Penicillium e Aspergillus

Até 2011 os géneros Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces entre
outros estavam compreendidos dentro da familia Trichocomaceae. Contudo,
com a mudanga do novo Cddigo Internacional de Nomeclatura para algas,
fungos e plantas esta familia foi subdividida em: Aspergillaceae
(Aspergillus, Penicillium, Hamigera, Leiothecium, Monascus, Penicilliopsis,
Phialomyces, Sclerocleista, Warcupiella e Xeromyces), Trichocomaceae
(Rasamsonia, Sagenomella, Talaromyces, Thermomyces e Trichocoma) e

Thermoascaceae (Byssochlamys/Paecilomyces e Thermoascus)
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(HOUBRAKEN e SAMSON, 2011; PETERSON, 2012; VISAGIE et al.,
2014).

A familia Aspergillaceae estd compreendida na ordem Eurotiales,
classe Eurotiomycetes e filo Ascomycota. Ambos, Aspergillus e Penicillium
sdo considerados 0s géneros economicamente mais importantes desse filo, e
sdo conhecidos por apresentarem impactos positivos e negativos sobre as
atividades humanas. Algumas espécies pertencentes a familia Aspergillaceae
possuem propriedades fisioldgicas bastante diversas como, por exemplo:
crescem em baixa atividade de agua, em baixas ou altas temperaturas, além
de niveis de baixa acidez e oxigénio (HOUBRAKEN et al., 2014).

Devido a sua ampla distribuicdo geografica Aspergillus e
Penicillium sdo sempre encontrados em solos no mundo todo, onde séo
caracterizados como decompositores de matéria organica e bons produtores
de enzimas. (COUTINHO et al., 2012).

2.3.1 Historia do género Penicillium

O nome Penicillium foi introduzido a primeira vez por Heinrich
Friedrich Link em 1809, e ¢é derivado de Penicillus, que significa "pequeno
pincel". Diversos trabalhos surgiram no século 19 sobre o género, entretanto
Dierckx (1901) foi o primeiro pesquisador a introduzir um sistema de
classificagdo  secundéria, incluindo o0s subgéneros Aspergilloides,
Eupenicillium, e Biverticillium (HOUBRAKEN e SAMSON, 2011).

A monografia “The Penicillia” escrita por Thom (1930) foi uma das
mais importantes contribui¢es para o conhecimento desse género. Nela, o
autor classificou de forma ordenada (a partir de caracteristicas da col6nia e
ramificagBes dos conidioforos), Penicillium em quatro subgéneros, 12 secdes
e 18 subsecdes (PITT, 1979). Outro trabalho fortemente reconhecido foi
realizado por Pitt (1980), que introduziu novos nomes, designou neétipos de

muitas espécies, separou Eupenicillium de Penicillium (secdo) e subdividiu
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antigos géneros em séries, resultando em quatro subgéneros, 10 se¢des e 21
em séries (HOUBRAKEN e SAMSON, 2011).

Vérios autores iniciaram os estudos de filogenia do género
Penicillium e os dados indicaram que o0s sistemas de classificacdo com base
em morfologia da coldnia e ramificacdo de conidiéforos ndo é congruente
com a filogenia, necessitando de uma juncdo de técnicas, a chamada
taxonomia polifasica, para a classificagdo mais precisa deste género. Além
disso, o pleomorfismo evidente nesse género fez com que o0s estados
anamorfos e teleomorfos de algumas espécies fossem separados em espécies
distintas. A partir de entdo diversas novas revisGes foram propostas sobre
este género e as mais recentes destas apresentam: a transferéncia de espécies
do subgénero Biverticillium ao novo género Talaromyces, a inclusdo de
quatro espécies antes descritas no género Aspergillus e a exclusdo de
algumas espécies(SAMSON et al., 2011; VISAGIE et al., 2014).

2.3.2 Biologia de Penicillium

Penicillium ocorre de forma generalizada em ambientes terrestres e é
encontrado inclusive em ambientes aquaticos. Este género compreende mais
de 350 espécies descritas e muitas sdo habitantes comuns do solo, bem como
produtos agricolas, industrializados e alimentos em deterioragdo (FRISVAD
e SAMSON, 2004; PITT e HOCKING, 2009; VISAGIE et al., 2014).

Desde a descoberta da penicilina espécies de Penicillium tém sido
avaliadas, e com sucesso, quanto & producdo de diversificados tipos de
metabdlitos secundérios ativos, incluindo substancias antibacterianas (PETIT
et al., 2009), antifungicas (NICOLETTI et al., 2007), imunossupressores,
corantes (AKILANDESWARI e PRADEEP, 2016; CELESTINO et al.,
2014) e também micotoxinas potentes (FRISVAD e SAMSON, 2004), e
muitas dessas espécies, fonte de novos produtos inovadores e farmacos,

foram isoladas de solo. Além disso, produzem diversas enzimas de interesse
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industrial, e algumas espécies podem ser utilizadas no biocontrole e
micoparasitismo (PALLU, 2010).

2.3.3 Morfologia de Penicillium

O género Penicillium é caracterizado por produzir cadeias longas de
conidios, a partir de verticilos das fidlides. As fialides apresentam pescoco
curto, paredes lisas e, por vezes, sua forma pode ser utilizada na
identificacdo de espécies, podendo apresentar formato de garrafa,
ampulhiforme (formato de ampulheta) e aciculado (formato de agulha). As
fidlides podem originar-se diretamente de uma estipe (haste ereta de hifa),
caracterizando penicilli monoverticilado; sobre métulas, caracterizando
penicilli biverticilado; ou ainda sobre métulas, que por sua vez, originam-se
de um ou mais ramos, caracterizando penicilli ter ou poliverticilado (Figura
2) (PITT, 2000a).

Figura 2 — Micromorfologia de Penicillium.

Stipe

A: Conidiéforos com fialides solitarias; B: Monoverticilado; C: Divaricato; D e E:
Biverticilado; F: Terverticilado; G: Poliverticilado.
Fonte: Visagie et al., (2014).
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2.3.4 Histoéria do género Aspergillus

Aspergillus foi descrito pela primeira vez em 1729 por Micheli e em
seguida os autores Tom e Church em 1926, publicaram a primeira
monografia sobre o género. O nome Aspergillus foi dado pela primeira vez
devido a semelhanca de sua estrutura assexual com um instrumento,
aspergillum ou asperge, utilizado pela Igreja Catllica para aspergir dgua
benta (GIBBONS e ROKAS, 2013). Desde entdo, as espécies pertencentes
ao género Aspergillus ficaram cada vez mais conhecidas devido as suas
caracteristicas benéficas, e por vezes prejudiciais ao homem e, este género,
passou a ser amplamente estudado (BENNETT, 2010; GEISER et al., 2007).
A Ultima revisdo de Aspergillus realizada por Samson e colaboradores
(2014), sugere que este género apresenta até 0 momento quatro subgéneros,
dezenove secOes e 339 espécies. Embora tenha sido bastante estudado, a
sistematica desse género ainda apresenta constantes mudancgas devido aos
recentes estudos de filogenia molecular e quimiotaxondmicos (SAMSON e
VARGA, 2009; SAMSON et al., 2014).

2.3.5 Biologia de Aspergillus

O género Aspergillus é bastante diverso, considerado cosmopolita e
amplamente distribuido na natureza (KLICH, 2002b). As espécies desse
género sdo costumeiramente reconhecidas por deteriorar alimentos
(saprobios), produzir micotoxinas e algumas sdo frequentemente descritas
como patdégenos humanos e animais. Além disso, muitas espécies sdo
utilizadas na biotecnologia para a producdo de uma variedade metabdlitos,
tais como antibidticos, &cidos organicos, medicamentos, enzimas e como
agentes em fermentagdes (SAMSON et al., 2014).
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2.3.5 Morfologia de Aspergillus

A hifa ereta proveniente da célula pé é denominada conidi6foro, o
qual se dilata para dar origem a uma forma arredondada ou eliptica, dita
vesicula. Na &rea fértil da vesicula sdo formadas células conidiogénicas,
métulas e fidlides que produzem cadeias longas de esporos mitéticos,
denominados conidios. Todo este aparato € denominado aspergilli (Figura
3), 0 qual pode ser bisseriado quando ha métulas e fialides, ou unisseriado
guando apenas fialides surgem da vesicula (BENNET, 2010).

Além do aspergilli, outras estruturas morfoldgicas podem auxiliar na
identificacdo do género, séo estas cleistotécios, esclerddios e associadas a
este, células de Hulle. O cleistotécio e o esclerddio séo estruturas capsulares,
fechadas e esféricas que podem ser abundantes em col6nias de algumas
espécies de Aspergillus. O cleistotécio é caracteristico do estagio sexual
reprodutivo e contém ascosporos meioticos no interior do asco. A estrutura
esclerédio € composta por massas de micélio torneada e sua funcdo esta

relacionada com a sobrevivéncia em condi¢des adversas (BENNET, 2010).

Figura 3 — Micromorfologia de Aspergillus.
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2.4 Taxonomia de Aspergillus e Penicillium

O objetivo primério da taxonomia é proporcionar uma classificagdo
que pode ser utilizada para diversos fins. E tradicionalmente dividida em trés
passos: classificacdo, isto €, o arranjo ordenado dos grupos; nomenclatura,
isto é, dar nome aos grupos definidos na classificacdo e, identificacdo de
organismos desconhecidos, isto é, o processo de determinar se um
organismo pertence ou ndo aos grupos definidos na classificagdo (MOORE
etal., 2010)

Identificacdo de espécies € uma meta importante na microbiologia
taxondmica, e para os géneros Aspergillus e Penicillium, ela é necessaria
devido as estreitas relagbes destes microorganismos com as atividades
humanas. InformacgBes sobre cada microrganismo como, por exemplo,
descricdo morfoldgica, fisioldgica, propriedades biogquimicas, funcdes
ecoldgicas e riscos ou beneficios sociais, sdo elementos chave neste processo
(PETERSON, 2012; RODRIGUES et al., 2009).

As identificagbes, até o momento, principalmente de fungos
filamentosos, ndo estdo completamente consolidadas e frequentemente
surgem revisOes de esquemas taxondmicos. Estas alteracBes tornam a
identificacdo ainda mais complicada para 0s pesquisadores nao
especializados, pois cada grupo taxondmico apresenta literatura,
terminologia e caracteristicas especializadas. Isso faz com que, muitas vezes,
as identificacdes s6 possam ser realizadas por um grupo restrito de cientistas,
“especialistas na arte" (SIMOES et al., 2013).

Destarte, a taxonomia de fungos nos ultimos anos tem reconhecido
que a utilizacdo de maultiplas técnicas em consércio (morfoldgica,
bioquimica e molecular) é a melhor forma de se chegar a um resultado mais
preciso. Na realidade, isto significa que é recomendavel combinar a analise
tradicional fenotipica com abordagens fisiol6gicas modernas e biologia
molecular, a chamada taxonomia polifasica, para a identificacdo correta de
espécies (RODRIGUES et al., 2011).
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A primeira metodologia utilizada neste processo é morfologia
(macro e micro morfologia) seguida da bioquimica e da biologia molecular.
Devido aos custos e tempo de resposta, a biologia molecular é normalmente
usada como a Ultima metodologia na abordagem polifasica (SANTOS et al.,
2010).

O principal método para identificacdo e classificacdo de fungos
filamentosos ainda permanece a morfologia porque, de maneira geral, fungos
filamentosos tém tracos morfologicos mais distintos do que, por exemplo,
bactérias e leveduras unicelulares (SANTOS et al., 2010). A identificagdo de
fungos filamentosos por morfologia é considerada dificil, demorada, e
decisbes sobre o que representa uma espécie tendem a ser um pouco
subjetivas. Todavia, géneros de fungos muito conhecidos, com
caracteristicas microscopicas bem definidas e diversos marcadores
morfologicos como Aspergillus e Penicillium, tém sua identificacdo sendo
realizada com sucesso, ha muitos anos, por muitos pesquisadores.

A identificacdo continua de espécies de géneros com grande
relevancia em area ambiental, tais como Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Trichoderma, entre outros, tradicionalmente, tem-se baseado na
caracterizacdo morfoldgica. Caracteristicas como formato de conidios,
coloracdo e ornamentacdo sdo consideradas como caracteres morfologicos
primarios para diagnostico e identificacio de espécies de fungos
filamentosos (SIMOES et al., 2013). Para alguns géneros e/ou espécies, a
diferenciagdo pode ser conseguida por meio de crescimento em diferentes
condi¢Bes (PITT, 1988; RODRIGUES et al., 2009; SANTOS et al., 2010).
Uma vez que a morfologia e a cor da coldnia varia com o uso de meios de
cultura diferenciados, isto é determinante para a identificacdo morfologica
fangica. Além disso, alguns fungos como Aspergillus e Penicillium podem
produzir pigmentos sollveis e exudatos diferentes, dependendo das
condi¢Bes de crescimento, tais compostos, por vezes, podem auxiliar na
identificacdo das espécies fungicas (KLICH, 2002b; SAMSON et al., 2007).
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A incorporacdo de caracteres bioguimicos, como por exemplo,
enzimas e metabolitos secundarios tais como micotoxinas, na taxonomia
fangica vem contribuindo para resolver problemas existentes em alguns
géneros. Diferentes classes de enzimas tém sido hoje utilizadas como
caracteristicas bioguimicas importantes para a caracterizacao de fungos. Isso
ocorre pois, os fungos de maneira geral, sdo capazes de produzir enzimas
incomuns a partir de reacdes quimicas dificeis. Estes podem converter desde
madeira a tintas, e até querosene em substratos viaveis com auxilio de seu
aparato enzimatico. Estas enzimas sdo um dos tragos utilizados para o perfil
bioquimico fungico (SIMOES et al., 2013).

Outro importante biomarcador utilizado na identificagdo de fungos
sdo as micotoxinas. Estas, sdo metabolitos secundarios toxicos produzidos
por fungos, que tém efeitos adversos para a saude em animais e seres
humanos. A maioria das micotoxinas sdo produzidas por trés géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium. (ABRAMSON et al., 2009). Algumas
micotoxinas produzidas por espécies pertencentes ao género Aspergillus, por
exemplo, estdo sendo amplamente utilizadas na identificacdo das espécies,
como as aflatoxinas (AFLS) B e G, &cido ciclopiazénico (CPA), ocratoxina
A (OTA) entre outras (RODRIGUES et al., 2011; SAMSON et al., 2007,
VARGA et al., 2007).

2.5 Micotoxinas de Aspergillus e Penicillium

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos sintetizados sob
condigdes especificas por determinadas espécies de fungos filamentosos.
Algumas destas toxinas permanecem restritas ao micélio fungico, enquanto
que a maior parte é secretada como extrolito (COPETTI et al., 2012).

Ocratoxina A (OTA) esta entre as micotoxinas mais importantes e é
produzida por fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. Estes géneros
sdo capazes de crescer em climas bastante diversos e em varias espécies de

plantas. Como consequente, a contaminacdo de culturas alimentares com
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OTA pode ocorrer em todo o mundo. A ocratoxina A pode ser encontrada
como contaminante natural em uma ampla gama de alimentos, tais como
cereais, cerveja, vinho, cacau, café, uvas passas e especiarias, bem como em
animais de corte e seus produtos (leite, carne, etc). Esta toxina tem mostrado
efeito nefrotoxico, carcinogénico, imunotdxico, genotdxico e teratogénico a
todas as espécies animais testadas (PFOHL-LESZKOWICZ e
MANDERVILLE, 2007; VARGA e KOZAKIEWICZ, 2006).

A OTA ¢ representada quimicamente por (7-(L-fenilalanil-B-
carbonil)-carboxil-5-cloro-8-hidroxi-3,4-di-hidro-3R-metilisocumarina)
(Figura 4). Apresenta propriedades fluorescentes (0 que permite sua
visualizagdo em cromatovisor) e é altamente solivel em solventes orgénicos
polares (RINGOT e CHANGO, 2010).

Figura 4 — Estrutura molecular da Ocratoxina A.
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Fonte: Varga e Kozakiewicz (2006).

Os esporos fungicos sdo geralmente inativados por varios processos
quimicos, fisicos ou alteracfes ambientais a que sdo expostos, entretanto, as
micotoxinas sdo compostos estaveis, ndo sendo completamente destruidas
durante a maioria das operacgdes de processamento de alimentos, o que pode
levar a sua presenca em produtos acabados (COPETTI et al., 2012).

As aflatoxinas (Figura 5) sdo produzidas pelo género Aspergillus,

mais comumente pelas espécies A. flavus e A. parasiticus, que s&o
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ordinariamente difundidas na natureza. Estas micotoxinas sdo encontradas
em diversos géneros alimenticios, como milho, arroz, oleaginosas, frutas
secas, amendoins, que foram indevidamente armazenados em condi¢des
insalubres (locais quentes e umidos) (BENNETT e KLICH, 2003).

H& quatro aflatoxinas: B1l, B2, G1 e G2 que aparecem em azul e
verde, respectivamente, sob luz UV. Sao conhecidas por serem cancerigenas
para seres humanos e animais e, destas, a aflatoxina B1 é o agente
hepatotdxico e hepatocarcinogénico mais potente. A Afl. B1 ¢ teratogénica,
carcinogénica, mutagénica, além de causar toxicidade aguda (HAMID et al.,
2013).

Além dos danos a satde, o impacto econdmico da contaminagdo por
aflatoxinas tornou-se uma preocupagdo mundial sobre o mercado agricola,
afetando cerca de 25% do abastecimento de alimentos do mundo, como
estimado pela Food and Agriculture Organization (FAO). Bilhdes de dblares
sdo perdidos anualmente no mundo como resultado da presenca das
aflatoxinas (WOMACK et al., 2013).

Figura 5 — Estruturas moleculares das Aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e M1.

Y 0 OCHg4

Fonte: Council for Agricultural Science and Technology (CAST).
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A citrinina (Figura 6) foi isolada a primeira vez de P. citrinum em
1931. Esta, é um extrélito toxico produzido por fungos filamentosos dos
géneros Aspergillus, Monascus e Penicillium, principalmente este ultimo
(PITT e HOCKING, 2009).

Os fungos que produzem citrinina podem contaminar uma ampla
gama de produtos alimentares, particularmente grdos armazenados, bem
como frutas, ervas e especiarias (EFSA, 2012).

A citrinina possui atividade nefrotoxica, interrompendo as fungoes
renais de todas as espécies animais testadas, além disso, também tem sido
referida como sendo teratogénica, embriocida, fetotoxica e imunossupressora
e em animais (XU et al., 2006).

Figura 6 — Estrutura molecular da Citrinina.
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2.6 Centro de Biodiversidade da Vale no Quadrilatero Ferrifero de
Minas Gerais

O Quadrilatero Ferrifero (QF) esta localizado na porgao centro-oeste
do Estado de Minas Gerais. Abrange uma area de cerca de 7.000 km’ e
compreende cinco grandes conjuntos de unidades rochosas: Complexos
metamorficos, Super-grupo Rio das Velhas, Super grupo Minas, Grupo
Sabaré e Grupo Itacolomi (DORR, 1969; RAMOS, 2016). Além disso, situa-
se na zona limitrofe entre dois hotspots brasileiros: Mata Atlantica e o
Cerrado.

Localiza-se adjacente ao limite austral da Cadeia do Espinhacgo, e
sua flora distribui-se em diversas formacdes vegetais, caracterizadas por um
mosaico de influéncias biogeograficas. Sdo encontradas na regido do
Quadriladtero  Ferrifero  formagbes  florestais  (Floresta  Estacional
Semidecidual e Floresta Ombrofila), savanicas (Cerrado sensu stricto,
campos sujos e campos limpos) e rupestres (Campo Rupestre sobre
Quartzito, Campo Rupestre sobre Canga e, mais raramente, Campos sobre
Afloramento Granitico). A regido conta com extrema diversidade floristica,
incluindo diversas espécies endémicas, ameagadas de extingdo e de uso
potencial como medicinais, ornamentais, alimenticias ou madeireiras
(ATAIDE et al., 2011; VIANA, 2008).

A regido do Quadrilatero Ferrifero em Minas Gerais é reconhecida
por sua vasta riqueza mineral, em funcdo de importantes depositos de ouro e
reservas de ferro. Os solos presentes nesta regido sdo muito diversificados
qguanto sua classificacdo, sendo predominante o latossolo vermelho com
altos teores de ferro (AZEVEDO et al., 2012).

O Quadrilatero Ferrifero é considerado de “importancia bioldgica
extrema” para a conservagdo da biodiversidade no estado, em razdo da
grande diversidade geoldgica e sua riquissima biodiversidade (AZEVEDO et
al., 2012; COSTA, 1998). E considerada uma das regibes que apresentam

maior diversidade floristica da América do Sul com mais de 30% de
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endemismo em sua flora (JACOBI e CARMO, 2008). Apesar disso, ainda é
um ecossistema pouco estudado embora altamente ameagado,
principalmente por causa da intensa atividade mineradora associada a seus
afloramentos de ferro (RAMOS, 2016).

A mina Corrego do meio é considerada a mais antiga na regido do
Quadrilatero Ferrifero. A mina de ferro sobre atual controle da Empresa
Vale do Rio Doce S/A foi explorada durante 65 anos e desativada em 2005,
estando em processo de recuperacdo ambiental desde entdo. Atualmente a
mina abriga o Centro de Pesquisas e Conservacdo da Biodiversidade do
Quadrilatero Ferrifero (CeBio) criado em 27 de junho de 2008 (AZEVEDO
etal., 2012).

O Cebio apresenta grande representatividade de Campos Rupestres
(Vegetacdo de Canga) e esta inserido entre dois importantes hotspots
brasileiros: a Mata Atlantica e o Cerrado. Estes sdo considerados regides
com maior biodiversidade do mundo, bem como &reas remanescentes do
processo de mineragdo (Capim) e regides reflorestadas com Eucalipto
(RAMOS, 2016).
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CAPITULO 2
Identificacdo e Potencial Toxigénico de Aspergillus e

Penicillium do Solo do Quadrilatero Ferrifero

1 INTRODUCAO

Os fungos constituem um grande grupo de seres vivos gque podem
ser encontrados em quase todos os nichos ecolégicos, sendo o solo o habitat
mais rico nesses microorganismos. E inquestionavel que os fungos sdo
extremamente importantes na Terra como agentes de degradacéo. Eles s&o os
principais microrganismos responsaveis pela decomposi¢cdo da matéria
orgéanica, contribuindo no ciclo do carbono, do azoto e de outros nutrientes.
Isto significa que o equilibrio ambiental é altamente dependente da sua
presenca (TAUK, 1990).

Dentre os fungos mais comuns em solo estdo Aspergillus e
Penicillium, considerados o0s géneros mais importantes de fungos
filamentosos relacionados as atividades humanas. Estdo presentes em
diversos processos biotecnologicos, em transformagdes de alimentos, como
agentes deteriorantes, solubilizadores de minerais, produtores de
micotoxinas e como patdégenos humanos.

Desde que o homem comecou a conhecer melhor os seres vivos,
sentiu a necessidade de os classificar, agrupar e organizar de maneira logica
e ordenada, de modo a facilitar o seu estudo e compreensao. Surgiu assim a
taxonomia, hoje entendida como a ciéncia que inclui a classificacdo
(ordenagdo), nomeclatura (designacdo ou nomeacdo) e a identificagdo
(descricéo e caracterizagdo) dos seres vivos. Um organismo é formalmente
conhecido pelos taxonomistas se for descrito de acordo com um conjunto de
regras de nomenclatura (MACHADO, 2006).

A taxonomia de fungos evoluiu bastante nas ultimas décadas, e a

abordagem polifasica é hoje a mais adequada forma de identificacdo de



55

fungos filamentosos. A observagdo da morfologia das col6nias, avaliacdo de
compostos bioguimicos, auxiliadas por analises moleculares corroboram a
identificacdo precisa de espécies. Na identificacdo morfoldgica, marcadores
morfoloégicos sdo essenciais na diferenciacdo especifica. Estes sdo
caracteristicas fenotipicas de facil identificacdo visual, tais como forma, cor
ou tamanho. Muitos marcadores morfoldgicos sdo importantes "descritores™
de novas espécies.

Para os géneros Aspergillus e Penicillium caracteristicas como:
tamanho, forma e coloracdo da colbnia; tamanho, forma e textura de
conidios; tamanho e forma de vesiculas; ramificagdo e, produgdo de
pigmentos sollveis, exudatos e esclerédios sdo importantes determinantes
especificos e, algumas destas caracteristicas, quando peculiares, podem ser
identificadas como marcadores morfoldgicos da espécie.

Algumas espécies de Aspergillus e Penicillium podem produzir
ocratoxina A, citrinina ou aflatoxinas, que sao extrolitos toxicos com efeitos
carcinogénicos, teratogénicos entre outros. Estes metabdlitos secundarios
também podem ser empregados de forma positiva na identificacdo, como
marcadores bioquimicos.

Dessa mareira, neste estudo foram identificadas as espécies dos
géneros Aspergillus e Penicillium encontradas nos diferentes solos do
Quadrilatero Ferrifero e averiguado seus potenciais toxigénicos. Além disso,
as espécies ndo identificadas foram caracterizadas e avaliadas por técnicas

bioquimicas e moleculares.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacdo das areas de coleta

O estudo foi realizado em diferentes areas da mina Corrego do Meio
(19°51'41.23"S; 43°48'11.13"0), pertencentes a empresa Vale (Sabard —
MG). A extracdo de mineério ferro nessa mina foi totalmente desativada no
ano de 2006. As cinco areas avaliadas (Figura 7), descritas na Tabela 2, se
localizam na unidade morfoestrutural do Quadrilatero Ferrifero e estdo
inseridas na sub-bacia hidrogréfica do Rio das Velhas.

O clima predominante da regido é tropical de altitude, Cwa de
acordo com a classificacdo de Koppen, caracterizado por verdes quentes e
Umidos e invernos secos e frios. A precipitagdo média anual esta em torno de
1700 mm, com pequeno periodo seco (Figura 8) e temperatura média em
torno de 22°C.

Tabela 2 — Abreviagdes, descricdo das areas avaliadas e identificacdo

geografica dos pontos de coleta na Mina Cérrego do Meio.

Altitude Coorde-

Area Descricéo
¢ (m) nadas
Area de reflorestamento vegetada 0624909
EU . 926 a 971
predominantemente com Eucalyptus spp. 7803671
Area em processo de recuperagio ambiental
0625824

CA  apds mineragdo de ferro, revegetada com 1041 a 1060

i L 7803430
capim gordura (Melinis minutiflora)
Vegetagdo de cerrado preservada e com 0625152
CE _ _ 992 a 1006
baixo grau de antropismo 7803184
Ambiente rupestre bastante preservado 0632410
CG 1196 a 1201
sobre afloramentos rochosos 7806420
Vegetacdo secundaria em diferentes
getae 0625403
MT estagios de regeneracdo natural, 880 a 966
7803336

originalmente pertencente & Mata Atlantica
EU: Eucalipto; CA: Capim; CE: Cerrado; CG: Canga e MT: Mata.
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Figura 7 — Areas amostradas na Mina Cérrego do Meio, Sabara, MG, Brasil.

A: Capim; B: Canga; C: Cerrado, D: Eucalipto e E: Mata.
Fonte: Teixeira, 2015 (modificado).

Figura 8 — Precipitacdo (mm) e temperatura média compensada (° C) para
Belo Horizonte no periodo de 2000 a 2013.
. Precipitacio (mm)

Temperatura (*C)

Precipitagio (mm)
E
-
Temperatura (*C)

Fonte: INMET, 2015.
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2.2 Desenho amostral e coleta

As amostras foram coletadas conforme Huising e colaboradores
(2008), para amostragem de fungos do solo. A coleta foi realizada no
periodo de 23 a 27 de setembro de 2013. Foram coletadas quatro amostras
(repeticdes) por area de estudo, estas denominadas Eucalipto (EU), Capim
(CA), Canga (CG), Cerrado (CE) e Mata (MT). Os locais de coleta foram
georreferenciados (Tabela 2) e plotados no mapa (Figura 10).

Para cada amostra, 12 subamostras foram coletadas em dois circulos
concéntricos com raio de 3 e 6 m do ponto georreferenciado como observado
na Figura 9. Cada subamostra foi extraida com o auxilio de um trado, na
profundidade de 0 a 20 cm.

Foram retirados por amostra aproximadamente 500 g de solo,
entretanto para o isolamento de fungos foi utilizado 30 g de solo coletado em
cada amostra dessas regides. As amostras compostas de solo foram
homogeneizadas, armazenadas em sacos plasticos e colocadas em isopor
para transporte até o Laboratério de Micologia e Micotoxinas de Alimentos
(DCA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde ficaram
armazenadas em freezer - 20 °C até inicio do processamento. Parte de cada
amostra foi enviada para os Laboratérios de Andlises de Fertilidade do solo

do DCS/UFLA para caracterizaces quimica e fisica (Apéndice B).

Figura 9 — Esquema de amostragem do solo

Ponto georreferenciado o

3m Pontos de subamostragem ®

6m

Dois circulos concéntricos com raio de 3 e 6 m do ponto georreferenciado.
Fonte: Huising et al., 2008.



Figura 10 — Pontos de coleta, CeBio - Mina do Corrego do Meio, Sabard, MG.
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Rosa: Mata, Azul: Cerrado, Verde: Capim, Vermelho: Eucalipto e Amarelo: Canga.
Fonte: Teixeira, 2015 (modificado).
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2.3 Isolamento dos fungos

Para o isolamento dos fungos presentes nas amostras foi utilizada a
técnica de diluicdo seriada (10" a 10™) onde foi pesado 10,0 g do solo
coletado, e a este foi adicionado em 90,0 mL de agua peptonada (1,0 %)
esterilizada. Cada amostra foi homogeneizada em shaker a 120 rpm, por
periodo de 30 minutos.

Foi realizado um pré-teste com diversos meios para isolamento,
sendo os meios DG18 e DRBC considerados 0s mais favoraveis a riqueza de
espécies de Aspergillus spp. e Penicillium spp.. Desta forma, estes meios
foram selecionados para este estudo:

e DG18: 1,0 mL de Dicloran; 5,0 de Peptona Bacterioldgica; 1,0 g de
KH,PO,; 0,5 g de MgS0,.7H,0; 220 g de Glicerol; 15,0 g de Agar; 1 mg
de cloranfenicol; 1000 mL de Agua Destilada.

e DRBC: 10,0 g de Glicose; 5,0 de Peptona Bacterioldgica; 1,0 g de
KH,PO,; 0,5 g de MgSO,.7H,0; 0,5 mL de solucdo 5% de Rosa de
Bengala; 1,0 mL de Dicloran; 1000 mL de Agua Destilada; 15,0 g de
Agar; 1 mg de cloranfenicol.

As placas foram incubadas a 25 °C, por um periodo de cinco dias.

2.3.1 Contagem de UFCs e avaliagdo dos meios DG18 e DRBC

Apo6s o estabelecimento das coldnias, foi realizada a contagem de
unidades formadoras de colonias (UFCs) conforme Pitt e Hocking (1997),
afim de estimar a polulacéo total de fungos/g de solo das amostras e areas
avaliadas. Também foi efetuada a contagem seletiva dos isolados
pertencentes aos dois géneros avaliados exclusivamente.

Os meios de cultura utilizados, DG18 e DRBC, foram comparados

entre si quanto a efetividade no isolamento de Aspergillus e Penicillium.
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2.4 Purificagao e identificacdo de fungos filamentosos

As col6nias com macromorfologia similar as de Aspergillus e
Penicillium foram purificadas em meio de cultivo Extract Malt Agar (20,0 g
de Extrato de Malte; 15,0 g de Agar e 1000 mL de Agua Destilada), e
posteriormente inoculadas em meios de cultivo e temperaturas padronizados
de acordo com manuais de identificacdo: Klich (2002b), para o género

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

2.4.1 ldentificagéo fenotipica das espécies do género Aspergillus

Isolados pertencentes ao género Aspergillus foram inoculados nos
meio de cultivo: CYA, a 25 °C e 37 °C e MEA a 25 °C, com a seguinte
formulacdo CYA (1,0 g de K,HPQO,; 10,0 mL de Concentrado de Czapek; 1
mL de Solugdo Metélica; 5,0 g de Extrato de Levedura; 15,0 g de Agar; 30,0
g de Sacarose e 1000 mL Agua Destilada), Extract Malt Glucose Agar (20,0
g de Extrato de Malte; 1,0 g de Peptona Bacterioldgica; 20,0 g de Glicose;
15,0 g de Agar e 1000 mL de Agua Destilada) e incubados por um periodo
de sete dias.

Para a identificacdo morfoldgica das espécies de Aspergillus foram
analisadas caracteristicas macroscopicas, como cor da coldnia, micélio,
presenca ou auséncia de exsudato, cor do reverso, didmetro da colonia,
presenca ou auséncia de pigmentacdo soluvel e cleistotécio/esclerodios. E
além destas, caracteristicas microscopicas a partir do meio de cultura CYA
25°C foram observadas como: comprimento e largura dos conidioforos,
didmetro da vesicula, diametro, forma e textura dos conidios, forma e cor do
cleistotécio/esclerddios. Os isolados de Aspergillus foram identificados
conforme o manual de identificagdo dos mesmos, descrito por Klich

(2002b), e artigos recentes de espécies novas.
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2.4.2 Identificacao fenotipica das espécies do género Penicillium

Os isolados pertencentes ao género Penicillium foram inoculados em
meios de cultivo padronizados conforme mencionado na literatura, CYA a
25 °C e 37 °C, MEA a 25 °C, CREA (3,0 g de Creatina; 30 g de Sacarose;
0,5 g de HCI; 0,5 g de MgSQy; 0,5 g de K;HPO,4.3H; 0,01 g de FeSO,4.7H;
15,0 g de Agar e 1000 mL de Agua Destilada) e YES (20 g de Extrato de
Levedura; 150 g de sacarose; 15,0 g de Agar e 1000 mL de Agua Destilada)
a 25 °C. Apos a inoculacéo, estes foram incubados em BOD por sete dias.

Para a caracterizacdo microscopica foram confeccionadas laminas a
partir de col6nias puras do meio de cultivo MEA, onde foi avaliada:
ramificacdo, comprimento, largura e textura dos conidiéforos, comprimento
e textura das métulas e fidlides, didmetro, forma e textura dos conidios. E
para caracteristicas macroscopicas avaliados: didmetro da col6nia, cor,
micélio, presenca ou auséncia de exsudato, cor do reverso, presenca ou
auséncia de pigmentacdo soltvel e cleistotécio/esclerodios. As espécies de
Penicillium foram identificadas com base na publicagdo de Pitt (2000), Pitt e
Hocking (1997) e artigos recentes.

2.5 Caracterizacao dos morfotipos ndo identificadas

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

caracterizacao dos morfotipos.
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2.6 Analises moleculares e filogenia

Dos morfotipos néo identificados, 40 foram selecionados para a
identificagcdo molecular. As regides ITS, e RPB2 do DNA foram utilizadas

para essas analises e construcdo das arvores filogenéticas.

2.6.1 Extracdo de DNA

Apbs o crescimento das col6nias em MA (Malte 2%) por cinco dias
a 25 °C, estas foram raspadas da superficie das placas e colocadas em
microtubos para a relaizagdo das proximas fases.

A extracdo de DNA foi realizada pelo método CTAB (LESLIE;
SUMMERELL, 2006), onde com o auxilio do nitrogénio liquido e 1 mg de
polivinilpirrolidona (PVP) os micélios foram macerados e ressuspendidos
em 700 puL do tampao de extragdo CTAB 2% (Tris-HCI [pH 8,0] 100 mM;
NaCl 500 mM; EDTA [pH 8,0] 50 mM; CTAB 2%; agua ultrapura)
acrescido de B-mercaptoetanol (10 pL/mL de tampao de extragdo).

O material foi agitado no vértex e incubado, a 65 °C, durante 30
minutos. Em seguida, foram adicionados 700 pL de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1), vigorosamente agitado em vortex e centrifugado, durante
5 minutos, a 12.000 rpm. Em seguida, 600 uL. do sobrenadante form
resgatados em novo microtubo e foram adicionados 600 pL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Apdés nova vigorosa agitacdo e
centrifugacdo durante 5 minutos a 12.000 rpm, foram resgatados 400 pL da
fase aquosa e adicionados 400 pL de isopropanol gelado e feita a agitacdo
por inversdo. O material foi incubado, durante 10 minutos, a
aproximadamente 20 °C, centrifugado, durante 5 minutos, a 10.000 rpm. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o pelet foi lavado com 500 pL de
etanol 70% gelado, sob agitacdo, por 5 minutos, a 10.000 rpm. Novamente,
descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pelet em 100 pL de TE 1x
(Tris-EDTA) + 5 uL. de RNAse A (0,5 mg/mL), que foi incubado em banho-
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maria, a 37 °C, por 30 minutos. Seguindo a digestdo com RNAse A, foram
adicionados 400 uL de isopropanol, deixando sob refrigeracdo, durante 10
minutos, para que houvesse a maior precipitacdo de DNA possivel.
Posteriormente, foi realizada a centrifugacdo, por 5 minutos, a 10.000 rpm.
O isopropanol foi descartado e o pelet lavado e centrifugado, por 5 minutos,
a 10.000 rpm, com 500 pL de etanol 70% gelado. Em seguida, o pelet foi
seco para eliminar residuos de etanol e ressuspendido em 50 puLL de TE 1x.

O DNA extraido foi analisado em gel de agarose 1%, corado com
GelRed (Biotium®) e seu peso molecular e concentracdo foram estimados

por comparacdo com um marcador de 1 Kb ladder (Invitrogen).

2.6.2 PCR, sequenciamento e analises filogenéticas

Para amplificacdo da regiao ITS foram utilizados os primers: ITS1
(5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ¢ ITS4 (5>-TCCTCCGCTTATTGA
TATGC-3’). Para amplificagdo do gene RPB2 foram utilizados os primers
5F (5’-GAYGAYMGWGATCAYTTYGG-3") e 7CR (5-CCATRGCTT
GYTTRCCCAT-3").

A amplificacdo de ITS foi iniciada por um periodo de 5 minutos a 94
°C, seguido de 35 ciclos de 45 s a 94 °C, 45 s a 55 °C, 60 s a 72 °C, uma
extensdo final por um periodo de 7 minutos a 72 °C, seguida por 10 °C A
amplificacdo de RBB2 foi iniciada por um periodo de 5 minutos a 94 °C
seguido de 5 ciclos de 45 sa 94 °C, 45 s a 50 °C, 60 s a 72 °C, uma extensao
final por um periodo de 7 minutos a 72 °C, seguida por 10 °C (VISAGIE et
al., 2014).

Fragmentos dos genes foram sequenciados nas direcfes sentido e
antissentido pela empresa MACROGEN, Coreia do Sul. Os eletroferogramas
resultantes do sequenciamento foram analisados visualmente, utilizando-se o
programa SegAssem® (HEPPERLE, 2004) e as sequéncias obtidas foram
comparadas com a base de dados GenBank, do National Center for

Biotechnological Information, NCBI, por meio do programa BLAST
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(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Sequéncias de referéncia de Aspergillus,
Penicillium e Talaromyces correspondentes as regides ITS e RBB2 foram
relacionadas os morfotipos néo identificados.

No programa MEGA® (TAMURA et al., 2011) foram feitos os
alinhamentos mdltiplos das sequéncias das espécies de Aspergillus,
Penicillium e Talaromyces, bem como as andlises filogenéticas, utilizando-
se 0 método para inferéncia filogenética de maxima parciménia (MP) para a

construgdo das avores.

2.7 Detecgdo da producédo de ocratoxina A e aflatoxinas B1, B2, G1 e G2
pelo método de Plug Agar

Para teste do potencial micotoxigénico pelo método Plug Agar as
espécies potencialmente toxigénicas do género Aspergillus pertencentes a
Secdo Nigri foram inoculadas em meio CYA - Agar Czapek: (K;HPO,: 1,0
g; Concentrado Czapec: 10,0 mL; Extrato de Levedura: 5,0 g, Agar: 15,0 g,
Agua Destilada: 1L; (Concentrado Czapec: NaNOs: 30,0 g, KCI: 5,0 g,
MgS0,.7H,0: 5,0 g, FeS0O,.7H,0: 0,1 g, ZnS0O,.7H,0: 0,1 g, CuSQO,4.5H,0:
0,05 g, Agua Destilada: 100mL)) por 7 dias a 25°C. Ja as espécies
potencialmente toxigénicas pertencentes a Se¢do Circumdati e Flavi foram
inoculadas em meio YES - Agar Extrato de Levedura Sacarose (Extrato de
levedura: 20,0 g; Sacarose: 150 g; Agar: 20,0 g; ZnS0O,.7H,O: 0,1 g,
CuS0,.5H,0: 0,05 g; Agua destilada: 1L), por 7 dias a 25°C conforme
Filtenborg e Frisvad (1980). Foram retirados plugs contendo o fungo e o
meio de cultura dos centros das placas de Petri e estes foram aplicados sobre
as placas de cromatografia de camada delgada (MERK-SILICA GEL 60,
20x20) juntamente com 10 pL das solugdes padrdo de Ocratxina A e
Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 (SIGMA-ALDRICH). Como fase movel foi
utilizado TEF - Tolueno Acetato de Etila e Acido Férmico 90% nas

proporcdes 60:30:10.
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Apos a eluicdo, as placas foram secas em capela de fluxo laminar. A
confirmagdo quanto & produgdo das micotoxinas foi realizada em luz
ultravioleta com A 366nm em Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER).
Os isolados considerados produtores apresentaram um RF (fator de retencéo)
e um spot de fluorescéncia semelhante ao do padrdo: roxo para OTA, azul

para Bl e B2 e verde para G1 e G2.

2.7.1 Deteccdo da producdo de ocratoxina A e aflatoxinas B1, B2, G1 e

G2 e citrinina pelos morfotipos ndo identificados

Os testes citados no item anterior foram realizados, de mesmo modo,
nos morfotipos de Aspergillus ndo identificados para detec¢do da produgéo
de ocratoxina A e aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

Nos morfotipos ndo identificados de Penicillium foi realizado o teste
de plug agar para detec¢do da producdo de citrinina e ocratoxina A. Os testes
foram conduzidos de mesmo modo que para secdo Nigri (para avaliagdo da
OTA) e para secdo Flavi (para deteccao da citrinina), com a adicdo de 10 pL
do padrdo de citrinina na placa de cromatografia de camada delgada.

Apos a eluicéo, as placas foram secas em capela de fluxo laminar. A
confirmagdo quanto & producdo das micotoxinas foi realizada em luz
ultravioleta com A 366nm em Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER).

Os isolados considerados produtores apresentaram um RF (fator de
retencdo) e um spot de fluorescéncia semelhante ao do padrdo: roxo para
OTA, azul para Bl e B2 e verde para G1 e G2 e verde brilhante para

citrinina.

2.8 Deteccdo da producdo de citrinina por Penicillium citrinum pelo

método de Coconut Agar

Os isolados previamente identificados como Penicillium citrinum

foram inoculados em meio de cultura Coconut Cream Agar (400 mL de
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Leite de Coco industrializado; 15,0 g de Agar e 400 mL de Agua Destilada)
e acondicionados em BOD por 7 dias a 25 °C no escuro, conforme
metodologia de Mohamed et al., 2013. Apds este periodo, as placas de Petri
foram observadas sob luz ultravioleta com A 366nm em Cromatovisor
CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados considerados produtores de

citrinina apresentaram um halo verde-amarelado ao redor da coldnia.

2.9 Analises Estatisticas

Para avaliar se houve diferenca entre os meios de cultura utilizados
para o isolamento de Aspergillus e Penicillium (DG18 e DRBC) e para
avaliar se houve diferenca na estimativa da populacdo total de cada area,
utilizou-se uma analise de variancia (ANOVA), com um teste a posteriori de
Tukey, considerando significancia em 0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estimativa da populac¢do fungica total das amostras e comparagao
dos meios DRBC e DG18 utilizados no isolamento

Na avaliacdo da estimativa da populagdo foram contabilizadas todas
as coldnias similares a fungos filamentosos nas placas. O valor encontrado
nessa andlise corresponde a média das trés placas nos dois meios de cultura
utilizados.

Segundo o Teste de Tukey aplicado, a area Canga foi a mais
representativa em nimero de Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs), e
diferiu estatisticamente das demais areas. As areas Capim e Eucalipto foram
consideradas semelhantes pelo teste de Tukey e apresentaram o0s segundos
maiores valores de UFCs. Os menores valores de UFCs foram encontrados
em Cerrado e Mata que também foram reputados como semelhantes pelo
teste de Tukey (Tabela 3).

O maior valor de UFCs encontrado em Canga possivelmente é
devido &s caracteristicas desse solo, uma vez que Canga apresenta um solo
rico em matéria organica, além de possuir pH mais baixo (Apéndice B),
oportunizando o estabelecimento de fungos em detrimento de bactérias e
outros microrganismos, e deste modo, diminuindo a competicdo espacial e
nutricional (TORTORA et. al., 2016). Ademais, o solo das amostras de
Canga possui caracteristicas peculiares como, por exemplo, a elevada
concentragdo de ferro (Apéndice B) - indispensavel em diversos processos
biol6gicos - que pode ter corroborado com a alta estimativa encontrada.

Em contraposicdo, Mata que exibiu o menor valor de UFCs,
apresentou em suas amostras os maiores valores de K (Apéndice B) -
elemento facilmente lixiviavel de material em decomposicdo (possivelmente

por esta area apresentar grande quantidade de serrapilheira) (FRAGA e
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PEREIRA, 2012), que pode ter influenciado negativamente o
estabelecimento de algumas espécies de fungos.

Silva Filho e Vidor (2001), avaliando a atividade de microrganismos
solubilizadores de fosfatos na presenca de nitrogénio, ferro, calcio e
potassio, observaram que em concentracdes elevadas de K fungos de rapido
desenvolvimento como Aspergillus tinham seu crescimento comprometido.

Outro possivel determinante para o menor nimero de UFCs pode ser
devido as caracteristicas da Mata, dado que esta fitofisionomia dificulta a
dispersédo de esporos em certos pontos de seu interior devido a barreira fisica
de troncos, galhos e folhas como mostrado na Figura 7, letra E.

Segundo a analise de variancia, a comparacdo dos dois meios
utilizados quanto ao numero de unidades formadoras de col6nia ndo foi
significativa, ou seja, ndo teve diferenca significativa entre DRBC e DG18
na contagem de UFCs em placa.

Monteiro e colaboradores (2016), trabalhando com isolamento de
Aspergillus e Penicillium de solo do Cerrado de Minas Gerais auferiu
valores de unidades formadoras de colbnias bem inferiores (média total de
5,0.10% aos encontrados neste trabalho e, os valores de UFC também

alteraram bastante de amostra para amostra.

Tabela 3 — Valores médios da estimativa da populacdo de fungos nas areas

Eucalipto, Capim, Ganga, Cerrado e Mata.

AREA UFC/g de solo (x10°)
CANGA 34a
EUCALIPTO 1,3b
CAPIM 11b
CERRADO 0,6¢c
MATA 05¢c

As letras correspondem ao Teste de Tukey realizado.*Letras diferentes mostram
diferenca estatistica significante a p<0,05.
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O resultado das andlises de diversidade de fungos do solo depende
do método utilizado (GAMS, 1992). O método de diluicdo em placa é o mais
comumente empregado para estes estudos por apresentar bons resultados
(Figura 11). Além disso, a escolha do meio de cultura é muito importante
para priorizar o crescimento das espécies de interesse.

Neste contexto, na avaliacdo dos meios de cultura utilizados dentro
de cada género (Aspergillus e Penicillium) em separado, foi evidente que o
meio Dichloran Glycerol 18% (DG18) foi ideal para o isolamento de
Penicillium, proporcionando o crescimento de aproximadamente 62% do
total destes (Tabela 4). O género Aspergillus foi mais encontrado no meio
Dichloran-Rose Bengal (DRBC) correspondendo a aproximadamente 69%
de todos os isolados desse género (Tabela 4). Entretanto, segundo a analise
de varidncia e o teste de Tukey aplicados (Tabela 4), houve diferenca
significativa na eficiéncia dos meios quanto ao género estudado, ou seja,
devido aos altos nimeros de morfotipos similares a Penicillium encontrados
em ambos 0s meios, os dois meios foram considerados estatisticamente mais
habeis ao desenvolvimento de coldnias de Penicillium a Aspergillus.

Markovina e colaboradores (2005) e Fraga e Pereira (2012),
utilizando os meios DG18 e DRBC, isolaram fungos pertencentes a familia
Trichocomaceae em solo de uma reserva natural na Australia e da Mata
Atlantica brasileira respectivamente. Ambos, também encontraram um
namero expressivamente maior de morfotipos do género Penicillium nos
meios, seguido pelo género Aspergillus. Haja vista o esforco amostral, estes
e outros trabalhos da literatura apresentaram nimero de espécies inferior ao
encontrado nesse trabalho, principalmente do género Penicillium.

O meio DG18 apresenta baixa atividade de agua (0,95), o que auxilia
o crescimento de fungos xerofilicos fastidiosos, como varias espécies de
Penicillium. Meios com atividade de agua alta (0,99) como o meio DRBC,
caucionam espécies de rdpido crescimento, como a maioria das espécies de
Aspergillus. Este fato, pode explicar o maior numero de morfotipos de
Aspergillus nesse meio (HOCKING e PITT, 1980; SAMSON et al., 1996).
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Douglas King e colaboradores (1979), ao descreverem 0 meio
DRBC para isolamento de fungos em alimentos atentaram que, em
concentracdes elevadas (aproximadamente 5 pg), o antimicrobiano dicloran
pode inibir completamente o crescimento de A. niger. A concentracdo de 2
ug foi deste modo adotada por apresentar equilibrio em inibir as espécies de
crescimento rapido indesejadas como os géneros Rhizopus e Mucor em
detrimento das espécies de interesse como Aspergillus. A vista disso, 0
menor nimero de morfotipos de Aspergillus encontrados nos dois meios

avaliados pode ser devido a presenca deste antimicrobiano.

Figura 11 — Diluicdo Seriada em DRBC (esquerda) e DG18 (direita).

Tabela 4 — Total de isolados encontrados para Penicillium e Aspergillus em

DRBC e DG18
GENEROS DRBC * DG18 * TOTAL
Penicillium 685aB 1141a A 1826
Aspergillus 109b A 49b B 158

TOTAL = 1984

*Letras diferentes mostram diferenca estatistica significante a p<0,05. Comparacédo
entre as colunas letras minusculas (a, b); Comparacao entre as linhas letras
maiusculas (A, B)
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3.2 Espécies identificadas dos géneros Aspergillus e Penicillium

Foram analisadas vinte amostras de solo divididas em cinco areas
(Eucalipto, Capim, Canga, Cerrado e Mata), dessas, foram isolados 1984
fungos pertencentes aos géneros avaliados.

Foram encontradas 88 espécies diferentes, sendo 15 pertencentes ao
género Aspergillus, 68 ao género Penicillium (incluindo espécies sexuadas) e
cinco a Talaromyces, mostrando a predominéancia do género Penicillium em
solo. O numero de isolados de cada espécie esta representado no apéndice A.

O namero de espécies e isolados de Penicillium foi definitivamente
maior que os de Aspergillus, contudo, 0 mesmo ndo ocorreu em VAarios
trabalhos encontrados na literatura que avaliaram fungos de solos cultivados.

Klich (2002a), compilou aproximadamente 250 trabalhos sobre
identificacdo e biogeografia de Aspergillus de diferentes tipos de solo e, para
a maioria das espécies, 0 solo cultivado apresentou maior abundancia de
isolados que solos sem a¢do antropica. O género Aspergillus é amplamente
conhecido por seu potencial enzimatico, sendo considerado excelente
decompositor de matéria organica, dessa forma, em solos ricos desse
material - como solos cultivados, estes microrganismos possivelmente se
sobressaem.

O género Penicillium é intensamente estudado quanto aos seus
metabdlitos secundarios e producdo de compostos de interesse econdmico e,
muitos destes sdo antimicrobianos ou alelopaticos (PETIT et al., 2009). Em
solos com pouca ou nenhuma agdo antrOpica, como os avaliados neste
trabalho, este género apresenta maior diversidade devido a estas
caracteristicas.

Oliveira e colaboradores (2013), avaliaram a diversidade de fungos
do solo no semiérido pernambucano em dois periodos do ano (seco e
chuvoso) e encontraram 85 espécies, sendo destas 28 de Penicillium (597
isolados) e 18 de Aspergillus (356 isolados). Souza (2010), trabalhando com

solos da Mata Atlantica, obteve 29 espécies de Penicillium e seis de
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Aspergillus. Puangsombat e colaboradores (2010), analisaram cinco tipos de
solos da Tailandia e encontraram 9 espécies de Aspergillus e 27 de
Penicillium. Além desses, diversos outros trabalhos no Brasil e no mundo
ttm o género Penicillium como dominante em solos com pouca acao
antrépica, independente do clima regional.

Samson e colaboradores (2014) e Visagie e colaboradores (2014),
listaram as espécies descritas corretamente de Aspergillus e Penicillium
respectivamente, até o momento. Até a data das publicacGes, o género
Penicillium apresentava 354 espécies e Aspergillus 339. Embora estes
nimeros sejam bastante semelhantes, a maior ocorréncia de espécies de
Penicillium no solo atesta que este género é realmente adaptado a este
ecossistema e, inclusive, boa parte das espécies descritas até o presente
foram isoladas do mesmo.

Os géneros Penicillium, Aspergillus e Talaromyces possuem 25, 19 e
sete secOes respectivamente (SAMSON et al.; 2014; VISAGE et al.; 2014;
YILMAZ et al.; 2014). Destas, foram encontradas sete secOes de
Aspergillus, 11 de Penicillium e trés de Talaromyces. Contudo,
principalmente no género Penicillium, ndo foi possivel a identificacdo de
diversos morfotipos, sendo possivel nimero maior de secdes.

A secdo Nigri foi a mais representativa em nimero de espécies e
abundancia no género Aspergillus. As espécies A. aculeatus (34,18%), A.
carbonarius (5,06%), A. foetidus (1,89%), A. niger var. niger (28,48%) e A.
niger Agregado (5,69%) pertencentes a esta secdo, representam juntas
75,30% dos isolados de Aspergillus encontrados, sendo A. aculeatus e A.
niger var. niger os mais numerosos (Apéndice A). A. niger var. niger é
encontrado em grande nimero na maioria dos biomas terrestres, inclusive
em latitudes superiores a 45°, ja a espécie A. aculeatus é muito menos
representativa nesses biomas (KLICK, 2002a). Entretanto, como exposto no
apéndice B e C, foi encontrado nimero expressivo da espécie A. aculeatus

nas areas avaliadas.
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A secdo Flavi, com apenas duas espécies - A. parasiticus (15,20%) e
A. flavus (3,16%), foi a segunda mais representativa com 18,36% dos
isolados (Apéndice A). Segundo Klick (2002a), ambas as espécies A.
parasiticus e A. flavus sdo encontradas entre as latitudes 0 e 45° do globo em
diversos tipos de solos, contudo, ao contrario do observado neste estudo, A.
flavus foi predominante em todos os locais avaliados.

Foi encontrado um isolado de cada das espécies A. ochraceoroseus
(secdo Ochraceorosei), A. sulphureus (se¢do Circumdati), A. candidus
(secdo Candidi) e A. niveus (secdo Terrei) e dois isolados de A. clavatus
(secdo Clavati), representando juntos 3,80% dos isolados (Apéndice A).

O solo é ambiente primario para grande parte das espécies de
Aspergillus, tendo em vista sua habilidade saprofitica. Assim o isolamento
da maioria das se¢des encontradas neste trabalho é comum. Contudo, até o
presente, todos os espécimes de Aspergillus ochraceoroseus identificados e
preservados em colecdes de cultura internacionais foram isolados de solo na
Costa do Marfim (BARTOLI e MAGGI, 1978; CARY et al.,, 2012;
FRISVAD et al., 2005; KLICH et al., 2000a). Deste modo, este é o primeiro
relato desta espécie fora do pais.

Por fim, trés morfotipos ndo foram identificados (Aspergillus sp. 01,
02 e 03), e sdo 2,54% de todos os isolados encontrados para 0 género
Aspergillus (Apéndice A).

As secOes encontradas do género Penicillium foram listadas na
Tabela 5. A secdo Lanata-Divaricata, foi a mais numerosa destas com
30,48% das espécies identificadas. As espécies P. janthinellum, P. oxalicum
e P. simplicissimum desta secdo sdo amplamente distribuidas no mundo e
encontradas em diversos tipos de solos em todos continentes (PITT, 2000a).

Com excecgdo da secdo Citrina, a segunda mais representativa, as
demais se¢Bes ndo apresentaram numeros de isolados superiores a 5% e a
maioria das espécies foram encontradas em uma ou duas areas avaliadas
apenas (Apéndice A). No entanto, quase 50% dos espécimes isolados nao

foram identificados em espécie e foram separados em 43 morfotipos
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distintos (Apéndice A). Estes podem representar espécies das segdes
encontradas, das outras 14 secGes de Penicillium ou ainda pertencerem a
novas secdes a serem descritas.

As espécies de Talaromyces foram identificadas e relacionadas pois,
até recentemente, este género era considerado fase sexuada de Penicillium.
Além disso, todas espécies descritas no subgénero Biverticillium foram
reescritas e renomeadas como Talaromyces (SAMSON et al., 2011;
YILMAZ et al. 2014). Deste modo, as espécies P. funiculosum, P.
minioluteum, P. purpurogenum e P. variabile sdo agora denominadas T.
funiculosus, T. minioluteus, T. purpurogenus e T. variabilis respectivamente
e estdo incluidas nas se¢des Talaromyces (T. funiculosus e T. purpurogenus),
Trachyspermi (T. minioluteus) e Islandici (T. variabilis). Um morfotipo
caracterizado como Talaromyces ndo foi identificado (Apéndice A).

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

Durante a realizacdo deste trabalho, foi observado que as espécies
contidas nos grandes manuais de identificacdo, na generalidade foram
isoladas de locais de clima temperado e que apresentam algumas
caracteristicas, principalmente a coloragdo, distintas das encontradas no
Brasil e outros paises de clima tropical. Dessa forma, nos itens a seguir
foram relatados os principais determinantes especificos e marcadores
morfoldgicos que auxiliaram na identificacdo dessas espécies, assim como
fotografias das col6nias e de microscopia.

A riqueza e composi¢do das espécies nas areas sera apresentada e

discutida adequadamente no capitulo 3.



Penicillium.
Secdo Espécies %
N P. glabrum

Aspergilloides P. spinulosum 3,97

Brevicompacta P. brevicompactum 0,56

Canescentia P. janczewskii 2,40
P. citrinum
P. cosmopolitanum

Citrina P. miczynskii 9,45
P. paxilli
P. waksmanii

Charlesia P. feIIuFanum 0,17
P. multicolor

Chrysogena P. chrysogenum 0,56
P. citreonigrum

Exilicaulis P. corylophillum 1,51
P. decumbens

Fasciculata P. cru_stosum 1,34
P. solitum
P. janthinellum

Lanata-Divaricata P. oxalicum 30,48
P. simplicissimum

Ramosa P. raistrickii 0,62

Sclerotiora P. sclerotiorum 0,50

- Penicillium sp. 48,44
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Tabela 5 — Porcentagem de isolados encontrados por se¢do do género

3.2.1 Espécies identificadas de Aspergillus e principais marcadores

morfoldgicos

O grupo de espécies da secdo Nigri é considerado 0 mais importante
dentro de Aspergillus por apresentarem deterioradores de alimentos,
produtores de micotoxinas e, além disso, grandes produtores de diversas
enzimas, acidos organicos dentre outros compostos utilizados em processos
industriais. (FERRACIN et al., 2009; VARGA et al., 2000). Contudo, essa

secdo também é conhecida pela dificil identificacdo e classificacdo
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morfoldgica de algumas espécies (ABARCA et al, 2004; VARGA et al.,
2011).

As espécies A. niger sensu stricto, A. tubingensis, A. foetidus, e A.
brasiliensis sdo idénticas morfologicamente em placa e pertencem a um
grupo complexo chamado A. niger Agregado (FERRACIN et al., 2009;
LASRAM et al., 2012; PARENICOVA et al., 2001).

Tanto na andlise das coldnias quanto na microscopia, alguns
marcadores morfolégicos sdo imprescindiveis e determinantes na
identificacdo das espécies, e estes foram as ferramentas utilizadas no
presente trabalho para a identificacdo das mesmas, como nas Figuras 12 e
13.

Segundo o conceituado manual descrito por Klich (2002b), para
identificacdo de espécies comuns de Aspergillus: A. foetidus apresenta
conidios espinhosos quando ainda juntos as fialides e conidios lisos quando
maduros (Figura 12, A); isolados de A. niger var. niger possuem conidios
globosos de 3,5 a 4,5 um e estes podem ser finamente rugosos, rugosos ou
espinhosos (Figura 12, B); ja os isolados de A. tubingensis apresentam
conidios similares aos de A. niger, entretanto podem ser lisos a finamente
rugosos.

Dessa forma, os isolados encontrados que ficaram no intervalo igual
dessas espécies, ou que de algum modo representaram dilvida da
identificacdo, foram chamados de A. niger agregado (Figura 12, C).

Diversos trabalhos na literatura aduzem que a identificacdo de A.
tubingensis s6 é possivel através de anélises moleculares (LASRAM et al.;
PERRONE et al., 2006; SUSCA et al., 2007), entretanto espécies que
apresentam conidios lisos podem ser identificadas por uma simples
visualizagdo microscoépica, evitando dispéndio de tempo e reagentes.

Os isolados de A. aculeatus foram prontamente identificados
microscopicamente por serem uniseriados e apresentarem vesiculas
extremamente grandes (60-100 um), além disso, cresceram pouco e de forma

peculiar a 37 °C (Figura 12, D). Os isolados de A. carbonarius também
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cresceram pouco a 37 °C (10-30 mm) e apresentaram conidios muito grandes
(7-10 pm) e rugosos (Figura 12, E), (KLICH, 2002Db).

A espécie A. sulphureus apresentou os marcadores morfologicos:
producdo abundante de esclerddios a 25 °C; em CYA 37 °C crescimento
médio de 15-17 mm; conidios de coloragdo amarelo-enxofre, pequenos (2-
2,5 um), lisos e globosos (Figura 12, F).

Alguns isolados de A. parasiticus e A. flavus sdo muito similares
macroscopicamente, com poucas diferencas microscopicas e, além disso,
apresentam grande plasticidade fenotipica. Segundo o manual de Klich
(2002b), os conidios de A. flavus sdo lisos a finamente rugosos (Figura 13,
A), ja os de A. parasiticus sdo extremamente rugosos (Figura 13, B). No
entanto, os isolados encontrados de A. parasiticus no presente estudo, nao
apresentaram conidios muito rugosos, dificultando bastante a identificagdo
morfoldgica. Nesse sentido, a avaliacdo da producdo de aflatoxinas pode
auxiliar na identificacdo dessas espécies, visto que mais de 70% dos isolados
de A. flavus séo produtores das aflatoxinas B1 e B2, e de A. parasiticus séo
produtores de B1, B2, G1 e G2, indubitavelmente reconhecidos em um teste
de cromatografia de camada delgada devido as coloragfes distintas das
micotoxinas B (azul) e G (verde) (KLICH, 2002b).

A. clavatus foi identificado por apresentar colonia verde escura,
baixa e flocosa; vesicula claviforme (10-75 um) com fialides percorrendo
toda a vesicula (unisseriado); conidios elipsoidais, lisos medindo de 3 a 6
um (Figura 13, C).

Na identificacdo de A. niveus foi verificado o fraco crescimento nos
meios analisados; coloracdo branca ou amarela claro; setores amarelos em
CYA e MEA e vesiculas piriformes (Figura 13, D).

A. candidus cresceu pouco em CYA e MEA a 25 °C (15-25 mm) e
ndo cresceu a 37 °C; possui coldnia baixa e granular no MEA; conidios
brancos ou amarelo-pélidos, de forma globosa a ovdide e lisos (Figura 13,
E). Alguns isolados de A. candidus, em placa, demonstraram caracteristicas

similares a A. niveus (KLICH, 2002b) entretanto, A. candidus apresenta
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vesicula notoriamente maior (medindo 17-35 pm) que A. niveus (8-15 pum),
auxiliando na identificacdo.

A identificacdo do isolado de A. ochraceoroseus foi realizada
segundo Bartoli e Maggi (1978); Klich e colaboradores (2003), e pela chave
proposta por Christensen (1982), para a se¢do Circumdati. Isto porque
originalmente A. ochraceoroseus foi classificado como pertencente a secédo
Circumdati, devido as semelhancas morfoldgicas da espécie com outras
desta segdo. Entretanto estudos recentes da producdo de extrolitos
(aflatoxina e esterigmatocistina) e analises filogenéticas apontam que A.
ochraceoroseus pertence a uma nova sec¢do, chamada de Ochraceorosei
(CARY etal., 2012; FRISVAD et al., 2005).

Na caracterizagdo morfolégica A. ochraceoroseus apresentou em
MEA a 25 °C col6nia radiada, de coloracdo amarela rosada e reverso rosado,
medindo em média 60 mm de diametro; em CYA a 25 °C apresentou col6nia
amarelada, medindo 30 — 40 mm de didmetro e n&o houve crescimento a 37
°C. Apresentou microscopicamente aspergilli bisseriado; conidios amarelo-
dourados, globosos de aproximadamente 3,5 um de didmetro e vesicula
globosa medindo 20 - 25 um de didametro (Figura 13, F).

Estas caracteristicas condizem com A. ochraceoroseus, entretanto
sdo necessarias outras analises, como sequenciamento dos genes [3-tubulina e
calmodulina, para a confirmacéo da espécie.

Os morfotipos Aspergillus sp. 01, 02 e 03 serdo avaliados a diante no

topico de espécies ndo identificadas.
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Figura 12 — Macro e micromorfologia de A. foetidus, A. niger var. niger, A.
niger agregado, A. aculeatus, A. carbonarius e A. sulphureus.

>

Da esquerda para direita: CYA 25 °C; MEA 25°C e CYA 37 °C. A: A. foetidus: B:
A. niger var. niger; C: A. niger agregado; D: A. aculeatus; E: A. carbonarius;
F: A. sulphureus.



81

Figura 13 — Macro e micromorfologia de A. clavatus, A. flavus, A.

parasiticus, A. niveus, A. candidus e A. ochraceoroseus.

A

————— . e - .\ | ¢ »
Da esquerda para direita; CYA 25 °C; MEA 25 °C e CYA 37 °C. A: A. clavatus; B:
A. flavus; C: A. parasiticus; D: A. niveus; E: A. candidus e F: A. ochraceoroseus.

T~



82

3.2.2 Espécies identificadas de Penicillium e principais marcadores

morfologicos

A identificacdo de espécies de Penicillium é bastante laboriosa, visto
que, diferente do género Aspergillus, grande parte das coloracbes séo
semelhantes e ndo separam as secBes. Os caracteres mais variantes e
considerados bons marcadores morfoldgicos desse género sdo o tamanho das
col6nias, crescimento a 37 °C e, assim como na maioria das espécies de
fungos filamentosos, o formato, tamanho e textura dos conidios
(HOUBRAKEN et al., 2011; SAMSON et al., 2010).

As espécies P. citreonigrum, P. decumbens, P. glabrum, P.
multicolor, P. sclerotiorum e P. spinulosum sdo predominantemente
monoverticiladas. No entanto, seus caracteres microscopicos Ssdo
conflitantes, por vezes ndo auxiliando na identificagdo. J4 a maioria das
caracteristicas macroscopicas sdo facilmente distinguiveis e condiziam com
as descritas por Pitt (2000) e literatura.

P. citreonigrum cresceu de 25 a 30 mm em CYA, verde acinzentado,
com reverso amarelo brilhante e producdo de pouco exudato amarelo claro;
apresentou coldénia no MEA semelhante ao CYA e ndo cresceu a 37 °C
(Figura 14, A).

Os isolados de P. glabrum apresentaram: colénia em CYA de 40 a
50 mm, verde escura com micélio branco bastante desenvolvido e reverso de
coloragdo palha; crescimento em MEA de 40 a 50 mm, colbnia baixa,
aveludada e similar a do CYA; ndo cresceu a 37 °C (Figura 14, B).

P. decumbens (Figura 14, C) apesar de possuir col6nias semelhantes
as de P. glabrum, estas foram menores (CYA de 20 a 30 mm e MEA de 25 a
40 mm) e P. decumbens cresceu a 37 °C.

P. spinulosum apresentou coldnias verde muito escuras, baixas e de
crescimento de 40 a 50 mm nos meios CYA e MEA a 25 °C e néo cresceu a
37 °C (Figura 14, D).
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As espécies P. multicolor e P. sclerotiorum sdo bastante similares
entre si, e fazem parte do complexo Penicillium sclrerotiorum muito
discutido por diversos autores. P. sclerotiorum apresenta, segundo Pitt
(2000), coloracédo verde acinzentada, crescimento de 20 a 40 mm e coldnias
radialmente sulcadas em CYA. Em MEA também apresenta crescimento de
20 a 40 mm e coloracdo verde acinzentada, no entanto, apresenta micélio
laranja brilhante envolvendo os esclerédios presentes (Figura 14, E).
Segundo Rivera e Seifert (2011), P. multicolor apresenta crescimento
inferior a P. sclerotiorum (de 13 a a 15 mm de diametro) e, além disso,
possui todo o micélio de coloragdo laranja brilhante no MEA (Figura 14, F).

Contudo, dependendo da quantidade de esclerédios presentes na
coldnia, a identificacdo destas espécies por caracteres morfoldgicos foi
dificultosa e serdo necessarias analises moleculares para confirmacao destas
espécies, visto que P. multicolor é filogeneticamente mais proximo de P.
fellutanum que de P. sclerotiorum (HOUBRAKEN e SAMSON, 2011).
Além disso, o complexo Penicillium sclerotiorum apresenta 29 espécies
bastante semelhantes que podem aduzir possiveis erros na identificacdo
(RIVERA e SEIFERT, 2011).

As espécies P. brevicompactum, P. chrysogenum, P. crustosum e P.
solitum sdo predominantemente terverticiladas, mas também podem
apresentar alguns penicilli bi ou poliverticilados (PITT, 2000a).

P. chrysogenum apresentou em CYA coldnia de 30 a 35 mm de
didmetro, verde acinzentada, baixa, com presenca de exudato de coloragdo
caramelo a marrom e reverso amarronzado; em MEA col6nia de 20 a 25 mm
de didmetro, baixa, plana e verde escura com reverso palha; ndo cresceu a 37
°C. Microscopicamente: penicilli com um ou dois ramos e conidios
elipsoidais, lisos, de 2,5 a 4 um (Figura 15, A).

P. crustosum apresentou col6nias similares no CYA e MEA a 25 °C
medindo aproximadamente 40 mm de didmetro, baixas, de coloragdo verde
escura. Ao microscOpio apresentou estipes rugosas com um ou dois ramos e

conidios lisos, subglobosos de 3 a 4 um (Figura 15, D). P. crustosum
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apresenta como marcador morfoldgico elevada conidiogénese, espalhando
esporos por toda a placa de Petri, quando esta é agitada manualmente (PITT,
2000a).

Os isolados de P. solitum apresentaram em CYA 25 °C colbnias
intensamente sulcadas, verde muito escuras medindo 22 a 28 mm. Em MEA
colbnias de 20 a 25 m, baixas e planas (Figura 15, C). Os isolados de P.
brevicompactum (Figura 15, B) possuem col6nias analogas aos de P.
solitum, contudo, P. brevicompactum apresenta col6nias menores no MEA
(12 a 20 mm); tipicamente produzem pigmentacdo soltvel amarronzada no
CYA e penicilli mais arranjado e organizado. J& as placas de P. solitum
possuem odor caracteristico de maga podre (PITT, 2000a).

As espécies biverticiladas foram predominantes neste estudo sendo
estas: P. fellutanum, P. citrinum, P. corylophilum, P. cosmopolitanum, P.
janczewskii, P. janthinellum, P. miczynskii, P. oxalicum, P. paxilli, P.
raistrickii, P. simplicissimum e P. waksmanii.

As coldnias de P. raistrickii em CYA cresceram de 35 a 45 mm de
diametro, altas, acinzentadas e produziram esclerédios. Em MEA cresceram
entre 40 e 50 mm, altas, flocosas, cinza claro e produziram esclerédios em
abundéncia. Ndo cresceram a 37 °C. Microscopicamente: 0s esclerodios
mediam de 200 a 250 pm; estipes rugosas e conidios sub esferoidais, lisos,
de 2 a 3 um (Figura 15, E).

P. fellutanum em CYA cresceu 17 a 22 mm, radialmente sulcado, de
coloragdo cinza pélido e verde escuro. Em MEA cresceu aproximadamente
16 mm, baixo e plano. Microscopicamente foi distinguivel pois apresentou
apenas duas métulas vesiculadas e conidios elipsoidais, finamente rugosos
ou rugosos, medindo 2,5 a 3 um (Figura 15, F).

As espécies P. janthinellum, P. oxalicum e P. simplicissimum s&o
bastante similares em placa, e apresentaram elevado crescimento em CYA e
MEA a 25 °C e também cresceram a 37 °C. Alguns de seus caracteres
microscopicos foram diferenciados, possibilitando a identificagdo segundo
Pitt (2000a).
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P. janthinellum apresentou penicilli muito irregular com fialides
saindo diretamente da estipe (Figura 16, A); P. oxalicum apresentou estipe e
conidios lisos (Figura 16, B), e P. simplicissimum tinha estipe e conidios
rugosos (Figura 16, C).

P. citrinum, P. waksmanii, P. paxilli e P. corylophilum também
possuem macromorfologias aproximadas, porém, P. citrinum é o Unico
destes que cresceu a 37 °C. Além disso, apresentou alta producdo de
exudato e pigmentacdo soltvel verde ou amarelo citrino e crescimento em
MEA bastante inferior ao CYA (Figura 17, A). As espécies P. waksmanii, P.
paxilli e P. corylophilum foram diferenciadas microscopicamente pois, P.
waksmanii apresentou métulas muito alargadas (Figura 16, F); P.
corylophilum apresentou de duas a cinco métulas (Figura 16, D), enquanto
P. paxilli mais de cinco métulas (Figura 16, E), como Pitt (2000a).

P. cosmopolitanum apresentou como caracteristicas principais o
crescimento radialmente sulcado com sulcos profundos em CYA 25 °C e
coloragdo cinza pélido esverdeada; MEA com baixa conidiogénese, de
coloracdo amarela e azul palida. Apresentou conidios globosos (2,5 - 3 um),
rugosos, e alguns penicilli quarterverticilados (Figura 17, B) como visto em
Houbraken e colaboradores (2011).

Os isolados de P. janczewskii cresceram de 25 a 30 mm de diametro
em CYA e apresentaram coloracdo branca ou cinza pélido. No MEA
coldnias medindo 30 mm, de coloracdo verde acinzentada. Nao cresceram a
37 °C. Apresentou conidios esféricos e espinhosos, medindo 2,5 a 5 um
(Figura 17, D).

A espécie P. miczynskii aparece de forma muito diferenciada em Pitt
(2000) e Houbraken e colaboradores (2011). Dessa forma a identificagéo foi
realizada seguindo o trabalho mais recente. P. miczynskii apresentou
crescimento de 21a 27 mm em CYA 25 °C e, 17 a 25 mm em MEA, sendo
ambas as colbnias muito similares: verde acinzentadas, enrugadas com

reverso laranja amarronzado. N&o cresceu a 37 °C. Apresentou penicilli
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biverticilado muito simétrico e conidios subglobosos, lisos, de 2 a 3 um de
didmetro (Figura 17, C).

O extinto subgénero Biverticillium era caracterizado pelo tamanho
proporcionalmente igual das métulas e fialides (PITT, 2000a), e as espécies
Talaromyces minioluteus, T. purpurogenus, T. funiculosos e T. variabilis
pertenciam a este grupo.

T. variabilis apresentou col6nias similares em CYA e MEA a 25 °C:
verde acinzentadas, baixas e planas, medindo de 15 a 22 mm. Apresentou
como marcadores morfol6gicos fialides aciculadas e conidios lisos, muito
elipsoidais, medindo de 3 a 4 um (Figura 17, F).

T. purpurogenus foi caracterizado pelo fraco crescimento e produgédo
de exudato e pigmentagdo soltvel vermelha em CYA 25 °C; col6nia no
MEA inconspicua e microcolénias em CYA 37 °C. Penicilli estreito e
conidios elipsoidais, lisos, medindo 3 a 3,5 um (Figura 18, A).

T. minioluteus foi bastante desenvolvido em MEA e CYAa25°Ce
cresceu entre 15 e 20 mm em CYA 37 °C. Possui como caracteres relevantes
o reverso avermelhado e conidios de elipsoidais a apiculados, lisos e
medindo de 2,5 a 3,5 um (Figura 18, B).

As colonias em MEA e CYA de T. funiculosos sdo muito
conspicuas: micélio fortemente funiculoso; coloragdo verde e vermelho
amarronzado; reverso vermelho pigmentado; de 25 a 40 mm de didmetro.
Ndo cresceram a 37 °C. Ao microscopio apresentou hifas aéreas
provenientes dos funiculos; penicilli em alguns casos muito irregulares e

complexos e conidios lisos, elipsoidais, de 2 A 3 um (Figura 17, E).
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Figura 14 — Macro e micromorfologia de P. citreonigrum, P. glabrum, P.

decumbens, P. spinulosum, P. sclerotiorum e P. multicolor.

B: P. glabrum; C: P. decumbens; D: P. spinulosum; E: P. sclerotiorum e F: P.
multicolor.
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Figura 15 — Macro e micromorfologia de P. chrysogenum, P. brevicom-

pactum, P. solitum, P. crustosum, P. raistrickii e P. fellutanum.

’ N\ «

Da esquerda para direitaz CYA 25 °C; MEA 25 °C e CYA 37 °C. A: P.
chrysogenum; B: P. brevicompactum; C: P. solitum; D: P. crustosum; E: P.
raistrickii e F: P. fellutanum.
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Figura 16 — Macro e micromorfologia de P. janthinellum, P. oxalicum, P.

simplicissimum, P. corylophillum, P. paxilli e P. waksmanii.

@ J\. @ /\

Da esquerda para direita: CYA 25 °C; MEA 25°C e CYA 37 °C. A: P. janthinellum;
B: P. oxalicum; C: P. simplicissimum; D: P. corylophillum; E: P. paxilli e F: P.
waksmanii.
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Figura 17 — Macro e micromorfologia de P. citrinum, P. cosmopolitanum,

P. miczynskii, P. janczewskii, T. funiculosus e T. variabilis.

>~
Da esquerda para direita; CYA 25 °C; MEA 25 °C e CYA 37 °C. A: P. citrinum; B:
P. cosmopolitanum; C: P. miczynskii; D: P. janczewskii; E: T. funiculosus e F: T.
variabilis.
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Figura 18 — Macro e micromorfologia de T. purpurogenus e T. minioluteus.

Nt - N — URQE

— =

Da esquerda pa direita; CYA 25 °C; MEA 25 °C e CYA 37 °C. A:
purpurogenus e B: T. minioluteus.

3.2.3 Morfotipos néo identificados

Do total de morfotipos isolados, 50 ndo puderam ser identificados
com base nos marcadores morfolégicos, pois possuiam caracteristicas muito
distintas das encontradas nas chaves de identificagéo e artigos pesquisados.

Foram encontrados trés morfotipos de Aspergillus, denominados
Aspergillus sp. 01, 02 e 03; trés de Eupenicillium denominados sp. 01, 02 e
03 e um de Talaromyces, o 01. Além desses, 43 morfotipos de Penicillium
ndo foram identificados e foram chamados de sp. 01 a 43. O isolado
Penicillium sp. 28, apesar de identificado e armazenado, ndo esta mais viavel
e suas caracteristicas ndo puderam ser descritas.

A caracterizagdo e descricdo desses morfotipos foi realizada
utilizando a metodologia de Houbraken e Samson (2011) modificada, onde
0s caracteres mais relevantes foram dispostos na Tabela 6 a seguir, e podem
ser visualizados nas Figuras 19 a 66.

A identificacdo destes morfotipos é de extrema importancia para
avaliar a riqueza e composicdo da comunidade de Penicillium e Aspergillus

nas areas estudadas.
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Morfologia é a arquitetura fisica através da qual um organismo
funciona e adapta-se ao meio ambiente. Mas esta pode variar ou ser induzida
por estimulos especificos ho ambiente em que 0 organismo se encontra.
Como resultado, os espécimes caracterizados por um laboratério podem
parecer diferentes quando cultivados em outro, por pequenas diferencas em
nutrientes, temperatura ou umidade. Isso dificulta as comparacdes entre
diferentes estudos (OKUDA, 1994; OKUDA et al., 2000).

Estes efeitos podem ser minimizados utilizando técnicas de trabalho
estritamente padronizadas para a preparagdo dos meios de cultura, técnicas
de inoculagdo e condicbes de incubacdo (VISAGIE et al., 2014). Estes
pardmetros foram precisamente seguidos neste estudo no propdsito de se
obter material de qualidade para assistir como guia, futuras comparacdes e
pesquisas.

Os meios utilizados na caracterizacdo morfolégica no presente
estudo, sdo amplamente empregados na pesquisa de fungos filamentosos,
principalmente para Aspergillus e Penicillium, promovem o crescimento de
colonias morfologicamente distintas e, sdo fatores muito importantes na
identificacéo.

Os meios CYA e MEA sdo considerados padrées no estudos de
ambos os géneros estudados (PITT, 2000a): MEA é rico em extrato de malte
e glicose, nutrientes facilmente assimilaveis; as coldnias crescidas neste
meio sdo geralmente basais e por esse motivo, destas sdo preparadas as
laminas para a microscopia. CYA apresenta em sua composi¢do solugdo de
diversos metais e, neste meio s8o mais comuns as visualizagcbes de
pigmentos sollveis e exudatos coloridos.

O meio de cultura YES possui elevada concentragdo de sacarose e é
recomendado para perfis de extrolitos, principalemnte micotoxinas. Em meio
YES as colbnias geralmente apresentam forte crescimento e s&o muito
enrugadas. A visualizagdo da produgdo de acidos é possivel em CREA, e
muitas vezes € Util para distinguir entre espécies estritamente relacionadas
(VISAGIE et al., 2014).
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Outros fatores muito importantes na descricdo de espécies de
Penicillium incluem textura da colénia, grau de esporulacdo, coloracdo dos
conidios, a abundancia, textura e a coloracdo do micélio ao entorno da
col6nia, a presenga e as cores dos pigmentos sollveis e exudatos, coloracéo
do reverso da coldnia e o grau de crescimento e producdo de &cido. As
caracteristicas microscépicas importantes sdo a textura/ ornamentacdo da
parede das estirpes e conidios, bem como dimensdes, ornamentacdo e as
vezes as cores de todos os elementos do conidioforo (VISAGIE et al., 2014).

As caracteristicas mais marcantes observadas em grande parte dos
morfotipos encontrados foram os reversos formentente pigmentados, a
producdo de pigmentacdo soluvel, a textura e coloragdo das colonias e 0s
formatos e texturas do penicilli.

As fotografias sdo um excelente recurso para observacdo da
coloragdo e profundidade das coldnias, quando ndo ha um parametro como
por exemplo o “Methuen Handbook of Color”, guia padronizado para
coloragbes em fungos. Além disso, nos Gltimos 20 anos a maioria da
literatura de espécies novas traz fotografias das col6nias nos meios padrdes e

de microscopia, que muito auxiliam na identificacdo das espécies.



Tabela 6 — Principais caracteristicas dos morfotipos ndo identificados.

Morfotipo

Diametro da Colonia
CYAmm MEAmm Temp.°C

Maxima

Formato e textura

dos conidios

Caracteristicas Tipicas

Aspergillus sp. 01
(Figura 19)
Aspergillus sp. 02
(Figura 20)
Aspergillus sp. 03
(Figura 21)
Eupenicillium sp. 01
(Figura 22)

Eupenicillium sp. 02

(Figura 23)

Eupenicillium sp. 03
(Figura 24)

08 -10

90

10 - 17

55-63

29-41

28 - 34

60 - 65

62 - 66

13-17

62 - 68

25-35

20-24

30

37

30

37

30

30

subglobosos; lisos

globosos; lisos a

finamente rugosos

globosos; lisos

globosos; lisos

globosos a

elipsoidais; lisos

crescimento muito fraco em CYA; néo cresceu
a 37 °C; coloragdo laranja terrosa em MEA.
baixa conidiogénese esverdeada em todos os
cultivos; aspergilli colunar.

fraco crescimento em todos os cultivos;
colbnias elevadas; vesiculas de 14 a 30 pm.
col6nia arenosa em MEA; reverso marrom em
CYA, estipe espinhosa.

colénias muito funiculosas em todos o0s
cultivos; reverso alaranjado em CYA; estipe
rugosa; métula alargada na extremidade.
Colbnias muito arenosas em todos os cultivos;
presencga de pigmentacdo soluvel e exudato em

alguns isolados

¥6
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Penicillium sp. 01
(Figura 25)
Penicillium sp. 02
(Figura 26)
Penicillium sp. 03
(Figura 27)
Penicillium sp. 04
(Figura 28)
Penicillium sp. 05
(Figura 29)
Penicillium sp. 06
(Figura 30)
Penicillium sp. 07
(Figura 31)
Penicillium sp. 08
(Figura 32)

Penicillium sp. 09

48 - 55

27 -34

72-76

28-31

17-25

38 -45

60

45 -55

30-34

57 - 66

43 - 50

26-31

16 - 22

05-15

36 - 45

57 -65

45 -55

38-44

30

37

30

25

30

37

30

30

37

globosos a
elipsoidais; lisos
subglobosos;

espinhosos

subglobosos; lisos

subglobosos; lisos

globosos; lisos

globosos; lisos

elipsoidais; lisos

subglobosos; lisos

subglobosos a

elipsoidais; lisos

reverso amarelo no centro em CYA; colbnias
aveludadas; métulas em angulos abertos.
col6nias flocosas; coldnias baixas com coremia
em MEA,; estipe e conidios espinosos.

col6nias flocosas em todos os cultivos; estipes
rugosas.

col6nia rosa claro com exudato vermelho em
CYA,; geralmente quatro métulas por penicilli.
exudato incolor e viscoso em CYA 25 °C; pig.
solivel em MEA, fialides aciculadas.

colbnias aveludadas; col6nias enrugadas acima
de 30 °C; predominantemente terverticilado.
colénias arenosas; CYA 25 °C palha;
esclerodios irregulares.

Colénias aveludadas e elevadas; producdo de
acido; duas métulas por penicilli.

exudato verde em CYA 25 °C; pig. solavel

amarronzada em CYA 37 °C; producdo de

G6
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(Figura 33)
Penicillium sp. 10
(Figura 34)
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amarelho brilhante em CYA 25 °C.

CYA 25 °C de coloragdo palha; fraca produgao
de 4cidos; métulas alargadas.

col6nias aveludadas esverdiadas; cresceu a 37
°C; monoverticilado ndo vesiculado.

reversos amarelo avermelhados; penicilli muito
organizado; fialides aciculadas.

colonias altas muito funiculosas; producao de
acidos; monoverticilado vesiculado.

colbnias elevadas muito funiculosas; alta
producdo de acidos; esclerédios grandes.
pigmentacdo sollvel amarela em MEA,; fraco
crescimento a 30 °C; monoverticilado néo
vesiculado (Continua)
colénias com centro branco em MEA,; fialides

saindo direto da estipe na maioria dos penicilli.
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amarelho brilhante em CYA 25 °C; alta
producdo de acidos e reverso negro em YES.
colonias arenosas; em CYA amarelas e em
MEA vermelhas; pig. solivel amarela em
CYA,; fidlides aciculadas; métulas justapostas.
colbnias brancas, elevadas e funiculosas em
todos os cultivos; estipe rugosa.

reverso em CYA 25 e 30 °C verde escuro, em
MEA e YES laranja; micélios conspicuos.
colbnias elevadas e funiculosas em todos os
cultivos; monoverticilado com vesicula grande.
reversos amarelos delimitados; micelios bege
escuro em CYA e MEA.
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acidos; duas métulas por penicilli.

reverso verde escuro em CYA e marrom
escuro em YES; col6nias aveludadas.

colbnias cinzas esverdiadas e arenosas em
CYA e MEA, fraca producdo de acidos.
pigmentacdo soldvel amarela em CYA e
vermelha em MEA; reverso vermelho em
MEA e YES e amarelho brilhante em CYA.
colbnias muito funiculosas; reversos em CYA
e YES amarelos; vesiculas grandes.

reversos verde escuros amarronzados; coldnias
aveludadas; de aspecto emborrachado.

exudato verde citrino em CYA 25 °C; reverso
amarelho brilhante em CYA 25 °C.

CYA de coloracdo creme; colonias arenosas;

métulas justapostas.
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colbnias de bordas irregulares; CYA de
coloragdo creme e pig. solivel avermelhada.
colonias flocosas; pig. solvel e reverso verde
brilhante em MEA.

exudato verde citrino em CYA 25 °C; reverso
amarelho em CYA 25 °C; forte crescimento a
30 °C; predominantemente terverticilado.
colonias flocosas; forte pig. solivel amarela
em CYA e vermelha em MEA.

colénias brancas e enrugadas em CYA,;
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amarelos amarronzados;

reversos estipes
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Penicillium sp. 42
(Figura 64)

Penicillium sp. 43
(Figura 65)

Talaromyces sp. 01
(Figura 66)
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presenca de exutato amarelo em CYA,; Iamina

repleta de cleistotécios grandes ndo maduros.
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Figura 19 — Caracterizacdo do morfotipo Aspergillus sp. 01.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 20 — Caracterizagcdo do morfotipo Aspergillus sp. 02.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 21 — Caracterizagcdo do morfotipo Aspergillus sp. 03.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 22 — Caracterizagdo do morfotipo Eupenicillium sp. 01.

A: CYA 25
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 23 — Caracterizagdo do morfotipo Eupenicillium sp. 02.

s i a A N
A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 24 — Caracterizagdo do morfotipo Eupenicillium sp. 03.

ol ’ -;"‘ i
A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 25 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 01.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 26 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 02.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 27 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 03.

Num

S & B :
A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 28 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 04.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 29 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 05.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.



112

Figura 30 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 06.

l.’ A : N 22 .

# 4 e |

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; T reverso da placa.
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Figura 31 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 07.

3 S £
A: CYA 25 °C; B: MEA 25
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 32 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 08.

A « - ‘ ‘ ~ ;':“'("’/
A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 33 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 09.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:

CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 34 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 10.
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A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:

CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 35 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 11.

L/

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 36 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 12.

. — - \ ~ i LR >
A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 37 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 13.

A CA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 38 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 14.

A: CYA 25 °; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 39 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 15.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 40 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 16.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: YA 37°C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 41 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 17.

/) \ ;
A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 42 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 18.

¥ i ’ ‘ [ - -
A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 43 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 19.

i , "t -
A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 44 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 20.

‘ :
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A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 45 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 21.
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A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 46 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 22.
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A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °.C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 47 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 23.

CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 48 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 24.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 49 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 25.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 50 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 26.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 51 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 27.
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A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 52 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 29.
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A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 53 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 30.
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A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 54 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 31.
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A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 55 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 32.

: LIS - Ny g
A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 56 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 33.
A* -~ B* C*"

CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 57 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 34.

A CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 58 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 35.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 59 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 36.

RSOy B 2o e ¢ o
A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 60 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 37.

———

A*;_»-"" RE— v B* = Ty C*

G . s ®
® o
P whidee o 3
/)." %.\ : [ ° ]
(v N . :
/ N
/et N\ e 3 R
Wor” NN S oy <

a £ e
A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 61 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 38.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 62 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 39.

A: CYA 25 °C; B: ME 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 63 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 40.
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A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 64 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 41.

A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 65 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 42.

CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 66 — Caracterizacdo do morfotipo Penicillium sp. 43.

'l L = . 1100
A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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Figura 67 — Caracterizagdo do morfotipo Talaromyces sp. 01.
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A: CYA 25 °C; B: MEA 25 °C; C: CYA 37 °C; D: CYA 30 °C; E: YES 25 °C; F:
CREA 25 °C; G: caracteristicas microscopicas. * frente da placa; 1 reverso da placa.
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3.3 Analises filogenéticas

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

A caracterizacdo morfoldgica é dificultosa em varios aspectos, além
disso, a escassez de chaves de identificacdo de espécies recentemente
identificadas e o surgimento de novas espécies todos os anos, faz da
identificacdo morfol6gica uma verdadeira persecugdo indefinida. Contudo, a
identificacdo genética, hoje bastante habitual, torna esta busca mais
simplificada, uma vez que ha bancos de dados prontamente disponiveis para
comparac0es espécificas.

Nesse contexto, 40 morfotipos ndo identificados foram selecionados
para analises filogenéticas, contudo apenas 22 desses apresentaram boas
sequéncias que foram utilizadas para a construcdo as arvores a seguir.

Visagie e colaboradores (2014) revisando todas as espécies de
Penicillium corretamente identificadas, sugeriu que a regido ITS seja
doravante utilizada como cédigo de barras desse género. A pesar disto, as
arvores geradas utilizando de sequéncias de ITS ndo foram informativas,
pois ndo separaram as espécies, e portanto, ndo sdo aqui mostradas.

As sequéncias obtidas foram comparadas ao banco de dados do
GenBank e os resultados se encontram na Tabela 7. A maioria das espécies
apresentou porcentagem de identidade alta, maior que 98%. Entretanto, esta
andlise somente norteia a construcdo das Aarvores, pois muitas vezes
resultados quase perfeitos nessa ferramenta, ainda representam espécies
diferentes (BENSON et al., 2013).
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Arvores com todas as se¢des de Penicillium e Talaromyces, cujas as
espécies foram similares no GenBank foram construidas a fim de confirmar
e identificar as secOes e espécies as quais pertenciam os morfotipos (dados
ndo mostrados). No entanto, grande parte dos morfotipos ficaram distantes a
estas secdes nas arvores, mostando que as espécies semelhantes encontradas
no GenBank ndo eram filogeneticamente préximas. Deste modo, foi gerada
uma arvore com ao menos duas espécies de referéncia de cada secéo, para
ambos o0s géneros analisados (Figuras 68 e 69).

Os morfotipos Penicillium sp. 09, Penicillium sp. 01, Penicillium sp.
24 e Eupenicillium sp. 03 pertencem a se¢do Lanata-Divaricata; Penicillium
sp. 18 e Penicillium sp. 23 percentem a se¢do Sclerotiora; Penicillium sp. 10,
Penicillium sp. 29, Penicillium sp. 38, Penicillium sp. 19 e Penicillium sp.
32 estdo dentro da secdo Citrina. Penicillium sp. 03, Penicillium sp.15 e
Eupenicillium sp. 02 pertencem a se¢do Ramosa e provavelmente sdo a
mesma espécie. JA& o morfotipo Penicillium sp. 26 ficou entre as secdes
Ramigena e Gracilenta, podendo corresponder a uma se¢do nova, devido a
distancia de seu ramo ao de ambas as se¢6es (Figura 68).

Na analise filogenética, os morfotipos ndo identificados da secédo
Citrina corresponderam a uma Unica espécie, entretanto, apresentaram em
placa algumas caracteristica bastantes distintas entre si, como por exemplo
reverso preto em YES, producdo de pigmentacdo sollivel vermelha em
MEA, crescimentos diferentes em CYA 30 °C. Contudo, avaliando estas
caracteristicas em conjunto, e as espécies com sequéncias mais préximas no
Genbank, os morfotipos possivelmente pertencem a espécie Penicillium
cairnsense descrita em Houbraken e Samson (2011). No entanto, a avaliacdo
de mais regides como P-tubulina e camodulina sdo necessarias para a
confirmacdo.

Os morfotipos Penicillium sp. 03, Penicillium sp.15 e Eupenicillium
sp. 02 possivelmente também correspondem a mesma espécie, e esta é muito

préxima a P. raistrickii (Figura 68).
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Todos os morfotipos de coloragdes amarelas e avermelhadas
corresponderam no Genbank a espécies de Talaromyces (Tabela 7). O
genéro Talaromyces apresenta espécies altamente coloridas (colénias e
pigmentos amarelos, laranjas, rosas, vermelhos e morrons), fialides
aciculadas ou raramente ampuliformes e conidios usualmente elipsoidais a
cilindricos, raramente globosos, como os morfotipos encontrados (SAMSON
etal.,, 2011; VISAGIE et al., 2015; YILMAZ et al., 2014).

Todavia, na arvore de Talaromyces (Figura 69) os morfotipos
Penicillium sp. 05, Penicillium sp. 02, Penicillium sp. 13, Penicillium sp. 20,
Penicillium sp. 39 e Talaromyces sp. 01 ndo se agruparam a nenhuma secéao
e apresentaram ramos longos, indicando grande distancia das espécies de
referéncia. Isso pode indicar que estes morfotipos sdo de se¢Bes novas dentro
de Talaromyces ou podem pertencer a outros géneros diferentes de
Penicillium e Talaromyces. Além disso, os morfotipos Penicillium sp. 13 e
Penicillium sp. 02 foram considerados a mesma espécie, assim como
Penicillium sp. 20 e Penicillium sp. 39.

As analises apresentadas no presente estudo contribuiram bastante
na busca da identificacdo dos morfotipos ndo identificados, entretanto é
necessaria a adicdo de mais genes e arvores combinadas destes, para se
precisar a quais espécies 0os morfotipos percentem ou se sao espécies novas,

como é acreditado para alguns destes.



Tabela 7 — Morfotipos analisados e sequéncias de referéncia correspondentes a regido génica RPB2 depositadas no GenBank.

Tamanho das

Sequencias mais similares encontradas

Morfotipo sequéncias Espécie no GenBank (Janeiro/2016)
(pb) Identidade (%) NUmero de Acesso
Penicillium sp. 09 677 Penicillium curticaule 96 KF296417.1
Penicillium sp. 18 1091 Penicillium multicolor 99 EU427262.1
Eupenicillium sp. 02 704 Penicillium raistrickii CBS 99 JN606589.1
Penicillium sp. 03 704 Penicillium raistrickii CBS 98 JN606589.1
Penicillium quebecense CBS 97 JN606622.1
o Penicillium aurantiacobrunneum DTO 97 KM089541.1
Penicillium sp. 29 1071 o ]
Penicillium cairnsense DTO 97 KM089463.1
Penicillium miczynskii strain CBS 97 JN606623.1
Penicillium sp. 39 1034 Talaromyces ruber strain CBS 93 JX315715.1
o Talaromyces amestolkiae CBS 99 JX965285.1
Penicillium sp. 13 1097 )
Talaromyces ruber strain CBS 99 JX315715.1
Penicillium quebecense CBS 98 JN606622.1
Penicillium sp. 19 827 Penicillium aurantiacobrunneum DTO 98 KMO089541.1
Penicillium cairnsense DTO 98 KMO089463.1

€aT


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/651276710?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=61ABT1VD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123008?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61AHZ60Y015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123008?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61AZKVUU015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61B3B9HH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699007722?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=61B3B9HH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699007566?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=61B3B9HH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_372123076
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61B3B9HH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_428273776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/428273776?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61BK64FX015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_428274022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/428274022?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61BT40AD014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_428273776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/428273776?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=61BT40AD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61B3B9HH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699007722?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=61B3B9HH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699007566?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=61B3B9HH015

Penicillium sp. 23

Penicillium sp. 32

Penicillium sp. 05

Penicillium sp. 20

Penicillium sp. 10

Penicillium sp. 29

890

685

1084

1102

909

959

Penicillium miczynskii CBS
Penicillium adametzii CBS
Penicillium chrzaszczii CBS
Penicillium quebecense CBS
Penicillium aurantiacobrunneum DTO
Penicillium miczynskii CBS
Talaromyces albobiverticillius CBS
Talaromyces erythromellis CBS
Talaromyces amestolkiae CBS
Talaromyces ruber strain CBS
Penicillium quebecense CBS
Penicillium aurantiacobrunneum DTO
Penicillium cairnsense DTO
Penicillium miczynskii CBS
Penicillium quebecense CBS
Penicillium aurantiacobrunneum DTO

Penicillium cairnsense DTO

98
99
98
98
98
98
98
98
99
99
98
98
99
98
98
98
98

JN606623.1
JN121455.1
JN606628.1
JN606622.1
KM089541.1
JN606623.1
KM023310.1
KM023290.1
JX965285.1
JX315715.1
JN606622.1
KM089541.1
KMO089463.1
JN606623.1
JN606622.1
KMO089541.1
KMO089463.1

121"


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_372123076
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61B3B9HH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_372120809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372120809?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61CCT7XU014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_372123086
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123086?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=61CME3YG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61B3B9HH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699007722?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=61B3B9HH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_372123076
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61B3B9HH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_725096248
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/725096248?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61CUK4R0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_725096208
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/725096208?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=61CUK4R0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_428274022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/428274022?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61BT40AD014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_428273776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/428273776?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=61BT40AD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61B3B9HH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699007722?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=61B3B9HH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699007566?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=61B3B9HH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_372123076
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61B3B9HH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61B3B9HH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699007722?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=61B3B9HH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699007566?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=61B3B9HH015

Penicillium sp. 15
Penicillium sp. 26
Penicillium sp. 02

Eupenicillium sp. 03

Penicillium sp. 38

Penicillium sp. 09

Penicillium sp. 24

Penicillium sp. 01

Talaromyces sp. 01

792

994

775
1013

1049

534
922

1083

1078

Penicillium miczynskii CBS
Penicillium raistrickii CBS
Penicillium gracilentum CBS
Talaromyces apiculatus CBS
Penicillium skrjabinii
Penicillium quebecense CBS
Penicillium aurantiacobrunneum DTO
Penicillium cairnsense DTO
Penicillium miczynskii CBS
Penicillium brefeldianum NRRL
Penicillium skrjabinii
Penicillium skrjabinii
Penicillium paraherquei
Talaromyces amestolkiae CBS
Talaromyces ruber CBS

98
99
84
97
95
98
98
98
98
94
98
98
97
95
95

JN606623.1
JN606589.1
JN121537.1
KM023287.1
EU427252.1
JN606622.1
KM089541.1
KM089463.1
JN606623.1
EU021658.1
EU427252.1
EU427252.1
KJ527380.1
JX965285.1
JX315715.1

GST


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_372123076
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61B3B9HH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123008?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61AZKVUU015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_372120973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372120973?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61DUJ3HB015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_725096202
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/725096202?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61E0CVXG015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_183013717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/183013717?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61E4HPRT015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61B3B9HH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699007722?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=61B3B9HH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699007566?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=61B3B9HH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_372123076
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/372123076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61B3B9HH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_158139022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158139022?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61EE4JU5015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_183013717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/183013717?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61EKBCSG015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_183013717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/183013717?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=635FZ2AE01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662565811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/662565811?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=635FZ2AE01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_428274022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/428274022?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=61BT40AD014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_428273776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/428273776?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=61BT40AD014
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Figura 68 — Arvore consenso obtida pelo método de méaxima parciménia
utilizando duas espécies de cada se¢do de Penicillium (editada).
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Figura 69 — Arvore consenso obtida pelo método de méaxima parciménia do

género Talaromyces (editada).
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3.4 Avaliacéo das espécies produtoras de ocratoxina A e aflatoxinas B1,
B2, Gle G2

Todas as espécies de Aspergillus consideradas, segundo a literatura,
produtoras de micotoxinas foram testadas quanto a producdo de ocratoxina
A e aflatoxinas pelo método de plug agar em cromatografia de camada
delgada (Figura 70), além dessas, as espécies ainda ndo identificadas de
Aspergillus e Penicillium também foram avaliadas em relacdo a producéo
ambas as micotoxinas.

As secOes Nigri e Circumdati sdo costumeiramente produtoras de
ocratoxina A, assim como algumas espécies de Penicillium, ja as secdes
Flavi e Ochraceorosei sdo produtoras das aflatoxinas B e G (PITT, 2000b).

Todos isolados de A. carbonarius foram produtores de OTA (Tabela
8). Na maioria dos trabalhos encontrados na literatura, 100% dos isolados
desta espécie sdo produtores de OTA, porém, alguns autores afirmam que
alguns isolados de A. carbonarius podem ndo produzi-la (BAU et al., 2005).

Nenhum isolado de A. niger var. niger, A. niger agregado e da secédo
Circumdati foram produtores de OTA (Tabela 8). Em substratos mais
propicios & producdo de ocratoxina A, como por exemplo uva e cereais,
apenas de 5 a 30% dos espécimes de A. niger sdo produtores da mesma
(ROCHA-ROSA et al.,, 2002; BATTILANI et al., 2003). Leong e
colaboradores (2007), avaliando o solo de vinhedos na Australia
encontraram 113 isolados de A. niger, destes apenas trés eram produtores de
OTA.

Os 5 isolados de A. flavus foram produtores das aflatoxinas B1 e B2
e 0s 24 isolados de A. parasiticus foram produtores de afl. B1, B2, G1 e G2
(Tabela 8). Estas espécies sempre produzem 0 mesmo conjunto de
aflatoxinas e, como ja mensionado, este fato € fundamental no auxilio a
identificacdo, visto que estas espéecies possuem coloracao e aspectos macro e
micromorfol6gicos muito semelhantes. Estima-se que aproximadamente 70 a

80% dos espécimes de ambas as espécies sejam produtores (KLICH, 2002b).
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O isolado de A. ochraceoroseus ndo foi produtor das aflatoxinas
avaliadas (Tabela 8). Cary e colaboradores (2009), avaliando a presenga de
genes de aflatoxina e esterigmatocistina em A. ochraceoroseus confirmou a
producdo destas pelos os isolados testados. Contudo, o numero de isolados
dessa espécie é muito pequeno, e oriundos de um mesmo local na Costa do
Marfim. Assim, o A. ochraceoroseus identificado pode definitivamente nao
ser produtor de aflatoxinas, ou ndo expressar a producdo do mesmo, devido
as condicOes encontradas no solo brasileiro. Em todo modo, estudos futuros
s80 necessarios para se compreender melhor este espécime.

O isolado de A. sulphureus e os morfotipos ndo identificados dos
géneros Penicillium e Aspergillus ndo foram produtores de ocratoxina A e

das aflatoxinas testadas, como apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 — Producdo de ocratoxina A (OTA) e Aflatoxinas (B1, B2, G1 e
G2) por espécies potencialmente produtoras e morfotipos nédo

identificados dos géneros Aspergillus e Penicillium.

~ N° de - Bl G1
Secao Isolados Espécies OTA B2 G2
. 8 A. carbonarius + n
Se_(;aq 45 A. niger var. niger - n
Nigri .
9 A. niger agregado - n n
Secdo A. ochraceoroseus - n n
Ochraceorosei
Secéo
Circumdati 1 A. sulphureus - n n
Morfotipos 4 Aspergillus sp. 01 ao 03 - = -
n&o -
Fe e 786 Penicillium sp. 01 ao 43 - - =
Secéo 5 A. flavus n + -
Flavi 24 A. parasiticus n + +

(+) ocorreu producdo da micotoxina; (-) ndo ocorreu producdo da micotoxina; (n)
ndo foi testado.
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Figura 70 — Placa de cromatografia de camada delgada para os testes de
producdo de ocratoxina A e aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

1 23 4 5P 6 7 8 9 1011213 1415 P 16 17 18 19 20

Ocratoxina A (a esquerda) e aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 (& direita). P = Padédo das
micotoxinas. 1 a 3 isolados de A. niger var. niger; 4 e 5 isolados de A. carbonarius;
6 a 8 A. niger agregado; 9 e 10 A. niger var. niger; 11 ao 20 A. parasiticus.

3.5 Avaliacdo da producdo de citrinina pelos métodos plug &gar e

Coconut Agar

Todos 78 isolados de P. citrinum avaliados pelo método de Coconut
Agar foram produtores de citrinina. Este método foi descrito recentemente
por Mohamed e colaboradores (2013), e ainda ndo é muito discutido na
literatura, entretanto, mostrou-se bastante eficiente e de facil visualizagdo,

principalmente apés o tratamento acido (Figura 71).

Figura 71 — Producdo de citrinina em placa de Coconut Agar.

Isolado CA2M211. Sem adigdo de acido (a esquerda) e com adicao de acido
(a direita).
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Todos morfotipos de Penicillium nédo identificados foram avaliados
sobre a producdo de citrinina pelo método de plug &gar. Destes, 0s
morfotipos Penicillium sp. 04, 19 e 27 apresentaram bandas verdes, paralelas
ao padrdo de citrinina, correspondendo a producdo da citrinina (Figura 72).
Este resultado € de grande importancia pois, pode auxiliar na taxonomia
destas espécies, assim como na descri¢do das mesmas, visto que, este critério
é bastante utilizado pelos taxonomistas de Aspergillus e Penicillium.

Na realizacdo do teste de citrinina, foi observado que diversos
isolados dos morfotipos ndo identificados produziram outras substncias
luminescentes a luz ultravioleta com A 366 nm (Figura 72). Diante disso, a
realizacdo de mais testes bioquimicos é necessaria para conhecimento destas
substancias que podem auxiliar na identificagdo dos morfotipos, e

corresponder a novas fontes de compostos de interesse industrial.

Figura 72 — Placa de crcmatografia de camada delgada dos testes de
producdo de citrinina, OTA e aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

1112 P 1314 15 16 P1 P 17 18

P = Padrdo de citrinina; P1 = Padrdo de Ocratoxina A e aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.
1= Penicillium sp. 42; 2= Penicillium sp. 14; 3= Penicillium sp. 10; 4= Penicillium
sp. 18; 5= Penicillium sp. 20; 6= Penicillium sp. 04; 7= Penicillium sp. 03; 8=
Penicillium sp. 27; 9= Penicillium sp. 05; 10= Penicillium sp. 17;11= Penicillium
sp. 29; 12= Penicillium sp. 35; 13= Penicillium sp. 01; 14= Penicillium sp. 12; 15=
Penicillium sp. 09; 16= Penicillium sp. 13;17= Penicillium sp. 19; 18= Penicillium
sp. 32.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A padronizacdo das técnicas de identificagdo morfoldgica é
imprescindivel para se ter resultados confiaveis.

As micotoxinas foram grande auxilio na identificacdo de algumas
espécies de Penicillium e Aspergillus.

O presente instrumento servira de guia para futuras comparagdes das
espécies de Aspergillus, Penicillium e Talaromyces encontradas em solo

brasileiro.
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5 CONCLUSAO

O solo da &rea Canga apresentou maior estimativa da populacéo
fangica, seguido de Eucalipto, Capim, Cerrado e Mata. Contudo 0 numero
de espécies e isolados de Aspergillus e Penicillium foi maior em Capim
seguidamente de Eucalipto, Cerrado, Canga e Mata.

Os 1984 isolados obtidos de 88 morfotipos diferentes mostram a
grande diversidade dos géneros Aspergillus e Penicillium nos solos
avaliados.

Pela avaliagdo morfologica foi possivel a identificacdo de 12
espécies de Aspergillus, 22 espécies de Penicillium e 4 de Talaromyces.
Estes espécies sdo integrantes de sete segcdes de Aspergillus, onze de
Penicillium e trés de Talaromyces. O nimero de isolados e de espécies do
género Penicillium foi muito superior ao de Aspergillus em todas as areas
analisadas.

O primeiro relato de Aspergillus ochraceoroseus exteriormente a
Costa do Marfim, mostra a importancia de trabalhos de pesquisa basica
como este, dado que esta espécie é comumente produtora de micotoxinas, o
gue pode acarretar riscos em areas agricolas.

Ndo foi possivel a identificacdo de 50 morfotipos e estes
representam grande possibilidade de espécies novas com potencial
biotecnoldgico. Estes passam a compor a Colecdo de Microrganismos do
Departamento de Ciéncias de Alimentos (CCDCA).

Apesar da maioria dos morfotipos apresentarem alta porcentagem de
identidade genética com as espécies de referéncia encontradas no Genbank,
as analises moleculares foram inconclusivas, nao identificando nenhum dos
morfotipos analisados.

Todos isolados da espécie A. carbonarius foram produtores de
ocratoxina A, de A. flavus foram produtores de aflatoxinas B1 e B2 e A.

parasiticus foram produtores de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. Todos
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isolados de P. citrinum foram produtores de citrinina, assim como 0s
morfotipos Penicillium sp. 04, 19 e 27. Vérias substancias luminescentes ndo
identificadas foram produzidas pelos morfotipos ndo identificados, o que
pode auxiliar na identificacdo desses morfotipos e caracterizarem compostos

de interesse industrial.
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CAPITULO 3:
Composicéao e riqueza da comunidade de Aspergillus e

Penicillium isolados de solos do Quadrilatero Ferrifero

1 INTRODUCAO

O solo é um componente muito importante na biosfera terrestre,
funcionando no sistema de producédo agricola e também na manutencdo da
qualidade ambiental. Pode ser caracterizado como uma maquina viva e
dindmica que desempenha indmeras fungdes no ecossistema terrestre. E por
ser um ambiente heterogéneo, permite o desenvolvimento de uma grande
diversidade de organismos. A populacdo que habita o solo inclui
macrofauna, mesofauna, microfauna e microbiota. Assim, este deve ser
definido como um ecossistema e ndo apenas como um substrato (MOREIRA
e SIQUEIRA, 2006).

O termo biodiversidade tem sido amplamente empregado, tanto na
literatura cientifica quanto na midia popular, mas nem sempre sua definicéo
é clara, podendo ser usado com diferentes significados. De uma maneira
mais simples o termo biodiversidade é usado como sindnimo de riqueza de
espécies, referindo-se apenas ao numero de espécies presente numa
determinada area. A definicdo quantitativa de diversidade inclui ndo apenas
0 aspecto variedade como também uma medida de abundancia relativa das
espécies (BARROS, 2007).

A importancia de se estudar a diversidade microbioldgica esta
relacionada a expansdo do conhecimento acerca das estratégias e limites de
adaptacdo evolutiva, bem como da importancia dos microrganismos para a
sustentabilidade da vida no planeta; ao uso dos padrdes de diversificacdo dos
mesmos para fins de monitoramento e previsdo de altera¢cBes ambientais; ao
entendimento de como os microrganismos afetam a biologia dos organismos

superiores, e ao desenvolvimento de comunidades microbianas como
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modelos para estudos de interagdes bioldgicas, evolutivas e ecoldgicas
(STALEY etal., 1997).

A diversidade de fungos filamentosos no habitat solo é afetada por
numerosos fatores bidticos e abioticos, tais como sua natureza fisica,
quimica e pelo tipo de vegetacdo predominante (BEHERA et al., 2014).
Fatores como o tamanho das particulas e agregados do solo, composi¢do e
guantidade de matéria organica podem influenciar a ocorréncia e a
distribuicio espacial dos fungos (BUEE et al., 2009; RAMOS, 2016). Além
disso, as agdes antropicas como urbanizagdo, desmatamento, mineracdo e
mudangas no uso da terra tém alterado este habitat e ameacado a sua
biodiversidade (ZARI, 2014).

O estudo da riqueza e composicdo da microbiota do solo pode
contribuir para o conhecimento taxondémico das espécies e de sua
diversidade, além das possiveis fungdes que estas populagdes podem estar
desempenhando nesse sistema.

A identificacdo de fungos adaptados a solos com predominancia de
determinados metais ou substancias quimicas, como 0s solos préximos as
areas de mineracdo, permitem o entendimento da composicdo dos principais
grupos dominantes nestes ambientes e a identificagdo de estirpes de
metabolismo diferenciado com possibilidade de utilizacdo em diferentes
processos.  Entretanto, os conhecimentos disponiveis a respeito da
composicao e fungdo de comunidades microbianas de ambientes minerados
ainda sdo incipientes.

Com base nessas consideragdes, o trabalho visou a avaliagdo da
diversidade, riqueza e composicdo das espécies de Aspergillus e Penicillium
nas areas Mata, Cerrado, Canga, Capim e Eucalipto, assim como
correlacionar a ocorréncia e abundancia dessas espécies aos componentes

quimicos e fisicos dos solos.



176

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacdo das areas de coleta

O estudo foi realizado em diferentes areas da mina Cérrego do Meio
(19°51'41.23"S; 43°48'11.13"0), pertencentes a empresa Vale (Sabard —
MG). A extragdo de minério ferro nessa mina foi totalmente desativada no
ano de 2006. As cinco areas avaliadas (Figura 73), descritas na Tabela 9, se
localizam na unidade morfoestrutural do Quadrilatero Ferrifero e estdo
inseridas na sub-bacia hidrogréfica do Rio das Velhas.

O clima predominante da regido é tropical de altitude, Cwa de
acordo com a classificagdo de Koppen, caracterizado por verBes quentes e
Umidos e invernos secos e frios. A precipitagdo média anual esta em torno de
1700 mm, com pequeno periodo seco (Figura 74) e temperatura média em
torno de 22°C.

Tabela 9 — Abreviagdes, descricdo das areas avaliadas e identificacdo

geografica dos pontos de coleta na Mina Cérrego do Meio.

Altitude Pontos de

Area Descrigdo
¢ (m) Coleta
Area de reflorestamento vegetada 0624909
. 926 a 971
predominantemente com Eucalyptus spp. 7803671
Area em processo de recuperacio ambiental
o } 0625824
CA  apds mineragdo de ferro, revegetada com 1041 a 1060
. o 7803430
capim gordura (Melinis minutiflora)
Vegetagdo de cerrado preservada e com 0625152
CE _ _ 992 a 1006
baixo grau de antropismo 7803184
Ambiente rupestre bastante preservado 0632410
CG 1196 a 1201
sobre afloramentos rochosos 7806420
Vegetacdo secundaria em diferentes
o N 0625403
MT estagios de regeneracdo natural, 880 a 966
7803336

originalmente pertencente a Mata Atlantica
EU: Eucalipto; CA: Capim; CE: Cerrado; CG: Canga e MT: Mata.
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Figura 73— Areas amostradas na Mina Corrego do Meio, Sabara, MG, Brasil.

A: Capim; B: Canga; C: Cerrado, D: Eucalipto e E: Mata.
Fonte: Teixeira, 2015 (modificado).

Figura 74 — Precipitagdo (mm) e temperatura média compensada (° C) para
Belo Horizonte no periodo de 2000 a 2013.
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2.2 Desenho amostral e coleta

As amostras foram coletadas conforme Huising e colaboradores
(2008), para amostragem de fungos do solo. A coleta foi realizada no
periodo de 23 a 27 de setembro de 2013. Foram coletadas quatro amostras
(repeticBes) por area de estudo, estas denominadas Eucalipto (EU), Capim
(CA), Canga (CG), Cerrado (CE) e Mata (MT). Os locais de coleta foram
georreferenciados (Tabela 9) e plotados no mapa (Figura 76).

Para cada amostra, 12 subamostras foram coletadas em dois circulos
concéntricos com raio de 3 e 6 m do ponto georreferenciado como observado
na Figura 75. Cada subamostra foi extraida com o auxilio de um trado, na
profundidade de 0 a 20 cm.

Foram retirados por amostra aproximadamente 500 g de solo,
entretanto para o isolamento de fungos foi utilizado 30 g de solo coletado em
cada amostra dessas regides. As amostras compostas de solo foram
homogeneizadas, armazenadas em sacos plasticos e colocadas em isopor
para transporte até o Laborat6rio de Micologia e Micotoxinas de Alimentos
(DCA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde ficaram
armazenadas em freezer -20 °C até inicio do processamento. Parte de cada
amostra foi enviada para os Laboratérios de Andlises de Fertilidade do solo

do DCS/UFLA para caracterizagfes quimica e fisica (Apéndice B).

Figura 75 — Esquema de amostragem do solo.

Ponto georreferenciado o

Pontos de subamostragem o
6m

Dois circulos concéntricos com raio de 3 e 6 m do ponto georreferenciado.
Fonte: Huising et al., 2008.



Figura 76 — Pontos de coleta, CeBio - Mina do Corrego do Meio, Sabard, MG.
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Rosa: Mata, Azul: Cerrado, Verde: Capim, Vermelho: Eucalipto e Amarelo: Canga.
Fonte: Teixeira, 2015 (modificado).
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2.3 Analise de dados

Cada éarea foi considerada como uma unidade amostral ou repeti¢éo.
Assim, a abundancia total (soma do numero de espécimes isolados de todas
as espécies) e a abundancia por espécie (nimero de espécimes isolados de
cada espécie) foram calculadas para cada area.

A rigueza observada (nUmero absoluto de espécie em cada area) foi
comparada entre os sitios amostrados através de curvas de rarefagdo
(estimativa de MaoTau), geradas com auxilio do programa EstimateS 9.1
(COLWELL, 2012) com 500 aleatorizacBes, considerando o numero de
espécimes isolados em cada area como medida do esfor¢o amostral.

Foram consideradas espécies raras aquelas que apresentaram um
individuo apenas por area, e estas foram contabilizadas (nimero absoluto).
Também foi realizado o calculo da porcentagem de espécies raras por area,
considerando a riqueza total como 100%.

O indice de diversidade de Shannon-Weiner (H”) foi calculado
utilizando o software de andlise de dados cientificos PAST (Paleontological
Statistics) (HAMMER et al., 2001).

Para comparar a composicdo e a abundancia da comunidade nas
areas de Eucalipto (EU), Capim (CA), Canga (CG), Cerrado (CE) e Mata
(MT), foi utilizada a técnica multivariada de ordenacéo, (Multidimensional
Scaling - MDS), com dados qualitativos (presenga e auséncia) e
guantitativos (abundancia) para cada uma das vinte unidades amostrais.
Utilizou-se o indice de similaridade de Bray-Curtis e a andlise de
similaridade (ANOSIM), para testar a existéncia de diferenca significativa
nesses parametros entre as areas. Estas analises foram realizadas no
programa Primer (CLARK e GORLEY, 2001).

Para as espécies que apresentaram pelo menos 40 isolados em todas
as areas amostradas, foi utilizada a andlise de espécies indicadoras
(DUFRENE e LEGENDRE, 1997), que verifica a fidelidade das espécies as

areas e cujos resultados sdo expressos pelo valor de indicacdo (VI) e pela
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significancia, dada pelo teste de permutagdo de Monte Carlo, considerando
significancia em 0,05. Esta andlise foi processada pelo programa PC-ORD
para Windows versdo 4.14 (McCUNE e MEFFORD, 1999).

A Anélise de Componentes Principais (PCA) foi realizada para
demonstrar a ordenacdo e abundancia das espécies de Aspergillus e
Penicillium encontradas nas cinco areas avaliadas e para identificar quais
atributos do solo mais se relacionaram a elas. As cinco areas avaliadas, os
atributos quimicos do solo e as espécies de Aspergillus e Penicillium foram
transformados em coordenadas correspondentes & sua projecdo sobre os
eixos de ordenagdo, ou autovalores, que representam o peso de cada variavel
em cada componente (eixo) e com um coeficiente de correlagdo variando

entre -1 e +1, esta analise foi feita no software R (versdo 2.11.1, 2010).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Diversidade, Riqueza e Composicao

Com um esforco amostral de 6 placas por diluicdo (trés de DRBC e
trés de DG18), para cada uma das quatro amostras de solo, das cinco areas
avaliadas foram obtidos 1984 espécimes de 88 morfotipos distintos.

A érea Eucalipto foi a que apresentou maior indice de diversidade
Shannon-Weiner (H’) (1,15), seguida por Capim (1,10), Cerrado (0,90),
Canga (0,85) e por fim, Mata (0,80) (Tabela 10). Muitos autores descrevem
que numeros menores que 2,0 para H’ indicam baixa diversidade de
espécies, entretanto, este indice é sensivel a espécies raras e, quanto maior o
namero de espécies raras, menor o valor do indice (ZANZINI, 2007). A
porcentagem de espécies raras foi alta em todas as areas (Tabela 10).

A riqueza observada foi maior em Capim, Eucalipto, Cerrado, Canga
e Mata nessa sequéncia (Tabela 10). Os dados apresentados na curva de
rarefagdo (Figura 77) corroboram esse resultado, mostrando que, a partir do
esforco amostral de aproximadamente 300 isolados, a riqueza é diferente

entre as areas amostradas.

Tabela 10 — Diversidade, Riqueza, nimero de espécies e total de espécimes

isolados nas areas Eucalipto, Capim, Canga, Cerrado e Mata.

N°. de espécies % espécies

Area (H) Riqueza
raras* raras
Eucalipto 1,15 41 19 46
Capim 1,10 42 19 45
Canga 0,85 23 07 30
Cerrado 0,90 27 11 41
Mata 0,80 17 06 35

H’= Indice de Diversidade de Shannon-Weiner. * Espécies com um isolado apenas
na &rea; assumindo - morfotipo igual a espécie.
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A riqueza e a diversidade de espécies dependem, além da prépria
natureza da comunidade, do esfor¢co amostral despendido, uma vez que o
nimero de espécies aumenta com o aumento do ndmero de individuos
amostrados (BARROS, 2007).

Considerando o mesmo esforco amostral, a riqueza de espécies de
Canga e Mata foi inferior as demais. Esta ocorréncia pode concernir aos
elevados valores encontrados para a maioria dos elementos do solo nas
amostras de Canga (Apéndice B), que podem ter limitado o
desenvolvimento de algumas espécies de Aspergillus e Penicillium e, a
dificuldade de dispersao de esporos na area Mata.

As curvas de rarefacdo permitem avaliar 0 quanto um estudo se
aproxima de capturar todas as espécies presentes em determinado local e,
guando a curva estabiliza, significa que a riqueza total foi obtida. Como
pode se observar na Figura 77, nenhuma das curvas se estabilizaram,
indicando que o esforco amostral ndo foi suficiente para determinar
adequadamente a comunidade. Este fato deve-se provavelmente ao elevado
numero de espécies raras, pois estas foram no minimo 30% do numero de
espécies encontradas nas areas (Tabelal0).

Ademais, a riqueza de espécies e sua abundancia no solo alteram-se
muito em centimetros - devido aos micrositios; cada particula do solo pode
ser habitada por uma comunidade microbiana, a qual pode ser muito distinta
da adjacente devido as condi¢cGes ambientais dispares (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006; PAUL, 2015; ZHOU et al., 2002). Deste modo a curva de
rarefacdo para o estudo de espécies microbianas do solo dificilmente
assumird forma assintética, ou seja, quase paralela ao eixo X. Este fato

possivelmente s6 ocorrera em comunidades muito definidas e equilibradas.
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Figura 77 — Representacdo grafica da curva de rarefacdo da riqueza
observada de Aspergillus e Penicillium nas éreas: Capim
(CA), Eucalipto (EU), Canga (CG), Cerrado (CE) e Mata
(MT).
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Verificando a riqueza e diversidade de Aspergillus e Penicillium na
area Capim - onde ocorreu por 65 anos a exploracdo de minério de ferro,
pode-se dizer que este solo estd novamente vivo e recuperado com relagdo a
estes géneros. Entretanto ndo é possivel inferir sobre os danos causados por
esta exploracdo a demais microbiota presente no solo.

As é&reas avaliadas apresentaram baixo numero de espécies
compartilhadas e, a composicao de cada amostra e area pode ser visualizada

no apéndice A, e na Tabela 11 a seguir.



Tabela 11 — Composicdo das espécies mais frequéntes nas diferentes areas e amostras.

ESPECIE EU EU EU EU CA CA CA CA CG CG CG CG CE CE CE CE MT MT MT MT
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 4 6 1 2 3 4 6 7 8 9

A. aculeatus -
A. carbonarius -
A. niger

A. parasiticus

A. tubingenses
Eupenicillium 01
P. brevicompactum
P. citrinum

P. corylophilum

P. glabrum

P. janthineum

P. oxalicum

P. paxilli

P. simplicissimum
Penicillium sp. 17
Penicillium sp. 18

Penicillium sp. 19
= presenca da espécie.

F

G81
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Apenas A. niger, P. citrinum, P. oxalicum e P. simplicissimum foram
encontrados em todas as areas. Estas espécies sdo encontradas em solos de
todos continentes em abundancia. As espécies A. aculeatus, P.
brevicompactum foram isoladas em quatro amostras e também sdo
corriqueiras do solo (KLICH, 2002 e PITT, 2000a). Ja Penicillium sp. 17 e
Penicillium sp. 19 apenas ndo foram encontrados em Capim.

A baixa similaridade na composicao das espécies entre as areas pode
ser mostrada por meio da analise de ordenacdo MDS, que evidenciou a
separacao espacial da maioria das amostras (Figura 78).

As quatro amostras de Eucalipto e Capim, assim como duas
amostras de Cerrado se mostraram bastante distintas das outras areas. Ja as
amostras de Canga e Mata e duas amostra de Cerrado foram similares em
composicao. Pela Figura 78 também é possivel observar que a composi¢do
de todas as amostras de Capim, Eucalipto e Canga e uma amostra de Cerrado

foi pouco similar entre seus pares.

Figura 78 — Diagrama da comparagdo das 20 amostras em termos de
composicdo de espécies de Aspergillus e Penicillium pela

analise multivariada de ordenacéo (MDS).

+
O Eucalipto
i+ + = .
X + Capim
= |
X
- . % Canga
X
N 0 Cerrado
X
O B Mata
O




187

Este resultado foi corroborado pela analise de dados de similaridade
(ANOSIM), mostrando que a composicao das espécies difere parcialmente
entre as areas (R global = 0,6531; P = 0,0001). A comparacdo par a par da
composicdo das espécies nas areas pode ser vista na Tabela 12, onde os
numeros destacados sdo aqueles que diferiram significativamente (p<0,05).

Tabela 12 — Valores da ANOSIM para composicdo de espécies nas areas
Capim, Eucalipto, Canga, Cerrado e Mata.

EU CA CG CE MT
EU 0,0343 0,0272 0,0268 0,0260
CA 0,0343 0,0304 0,0256 0,0310
CG 0,0272 0,0304 0,2019 0,0834
CE 0,0268 0,0256 0,2019 0,4295
MT | 0,0260 0,0310 0,0834 0,4295

EU = Eucalipto; CA = Capim; CG = Canga; CE = Cerrado e MT = Mata.Valores
sombreados diferem entre si. p<0,05.

A similaridade entre Canga, Cerrado e Mata possivelmente esta
relacionada a menor riqueza encontrada nessas areas. Avaliando a Tabela 11,
oito das 17 espécies mais encontradas sao comuns a Canga, Cerrado e Mata.

A maior riqueza encontrada em Eucalipto e Capim diferenciou a
composicao dessas areas das demais. O elevado nimero de isolados, assim
como da riqueza nas amostras de Capim eram previstos, devido a facil
dispersao de esporos e a abundante rizosfera.

Conquanto, a presenca de Eucalyptus spp. tém sido associada ao
ressecamento, empobrecimento e consequente esterilizacdo do solo, além da
conhecida producgdo de substancias alelopéaticas (LIMA, 1993), fatos que ndo
condizem com a alta riqueza microbiana observada. Entretanto, Santos e

colaboradores (1998), avaliando a diversidade de fungos em solos de floresta
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de eucaliptos também encontraram numero elevado de espécies fungicas,
principalmente do género Penicillium.

Ja foi bem estudado que plantas tém importantes efeitos na
microbiologia do solo, principalmente porque diferentes espécies de plantas
liberam diferentes nutrientes e componentes organicos no solo
(GRAYSTON et al., 1998). Em alguns estudos, sdo observadas diferencas
significantes na comunidade microbiana do solo associadas com diferentes
espécies vegetais. Pfuller e colaboradores (2000), atribuem variagGes de
namero e rigueza de microrganismos a cobertura vegetal do solo, a qual,
possivelmente promove menor oscilacdo térmica do solo e maior efeito
rizosférico nas populages.

Estes fatores, juntamente com fatores abioticos, como a composicéo
quimica do solo das diferentes areas, a exposic¢do ao sol e a chuvas, foram
determinantes na composicdo da riqueza e Aspergillus e Penicillium nas

areas avaliadas.

3.2 Abundancia e analise de espécies indicadoras

De maneira geral, abundancia é o termo utilizado para o nimero
total de individuos de uma mesma espécie e, somando-se todas as areas, as
espécies mais abundantes foram P. janczewskii (43), A. niger var. niger (45),
P. waksmanii (47), A. aculeatus (54), P. glabrum (66), P. janthinellum (66),
P. citrinum (78), P. oxalicum (116), Penicillium sp. 17 (330), Penicillium sp.
19 (347), e P. simplicissimum (363), que juntas correspondem a 78% de
todos os isolados (Apéndice A). Somente Penicillium sp. 17 e 19
compreendem 34% dos espécimes isolados. Dessa forma, a identificagdo
desses morfotipos é de grande importancia para definir a populacdo do
género Penicillium nessas areas. O género Penicillium, assim como na
literatura, foi dominante nos solos avaliados, pois foi superior tanto em

riqueza quanto em nimero de isolados ao Aspergillus.
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A heterogeneidade da comunidade quanto a distribuicdo das
abundéancias das espécies nas regiGes amostradas € melhor visualizada por
meio da andlise de ordenacdo MDS (Figura 79). Segundo o grafico de
ordenacdo espacial, posicionaram-se distantes as amostras de Capim,
Eucalipto e Cerrado, 0 que sugere que seus valores de abundancia de
espécies sdo distintos. Ja as amostras de Canga e Mata ficaram préximas,
indicando similaridade.

Tanto em rigueza quanto em abundancia das espécies, as amostras
de Canga foram similares as de Mata. Isso presumivelmente em
consequéncia da proximidade dos componentes quimicos e fisicos
encontrados em ambas as areas, geralmente mais relacionados, que das
demais (Apéndice C). A cobertura vegetal de ambas as areas é bastante
distinta e ndo explica os resultados encontrados, ja que mata apresenta
espécies arboreas e Canga vegetacdo de Campo Rupestre, herbaceo-

arbustiva, sendo esta Ultima mais préxima a observada em Cerrado.

Figura 79 — Comparacdo das 20 amostras em termos de abundancia das
espécies de Aspergillus e Penicillium pela analise multivariada
de ordenagéo (MDS).
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O resultado gerado pela ANOSIM, confirma a maioria das
observacOes feitas pelo grafico, mostrando que a abundéancia das espécies
difere parcialmente entre as areas (R global = 0,6417; P = 0,0001) (Tabela
13). Entretanto indica que apenas duas amostras de Canga, uma amostra de
Mata e também uma amostra de Cerrado foram similares. A comparacao par
a par da abundéancia de espécies nas areas pode ser vista na Tabela 13, onde

0s numeros destacados diferiram significativamente (p<0,05).

Tabela 13 — Valores da ANOSIM para abundancia de espécies nas areas

Capim, Eucalipto, Canga, Cerrado e Mata.

EU CA CG CE MT
EU 0,0301 0,0290 0,0285 0,0311
CA 0,0301 0,0285 0,0232 0,0279
CG 0,0290 0,0285 0,0922 0,2575
CE 0,0285 0,0232 0,0922 0,0278
MT 0,0311 0,0279 0,2575 0,0278

EU = Eucalipto; CA = Capim; CG = Canga; CE = Cerrado e MT = Mata. Valores
sombreados diferem entre si. p<0,05.

Em uma comunidade grande porcentagem das espécies sao
classificadas como raras, em detrimento dagquelas poucas consideradas como
abundantes e dominantes (GOMES e FERREIRA, 2004). Deste modo, o
baixo numero de espécies abundantes é comum.

A maioria das espécies raras nao foi identificada e, mesmo que em
menores nimeros, a identificacdo dessas espécies é de grande importancia na
avaliacdo da comunidade fungica dos solos analisados. A identificacdo das
espécies de Canga sdo particularmente importantes em virtude das
caracteristicas deste solo. Possivelmente muitos microrganismos que

habitam este solo, com altas concentracfes de ferro sdo sui generis, ou seja,
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Unicos e incomparaveis, podendo representar espécies novas com grande
potencial biotecnologico.

A. aculeatus foi mais abundante em Cerrado, assim como
Penicillium sp. 19. As espécies P. janthinellum e P. waksmanii foram
isoladas em maior nimero em Eucalipto. P. oxalicum, P. citrinum e P.
simplicissimum foram mais comumente encontradas em Capim e as espécies
P. glabrum e Penicillium sp. 17 foram dominantes em Mata.

Reforcando estes dados de abundancia, a andlise de espécies
indicadoras evidenciou que, das dez espécies com mais de 40 isolados em
todas as areas (Apéndice A), cinco apresentaram preferéncia significativa

por alguma das cinco areas amostradas (Tabela 14).

Tabela 14 — Resultados da analise de espécies indicadoras (ISA) nas areas
Eucalipto, Capim, Canga, Cerrado e Mata.

Area Espécie V% P
Eucalipto P. janthinellum 56,1 0,0494
Capim P. simplicissimum 51,2 0,0006
Eucalipto P. waksmanii 93,6 0,0004
Mata Penicillium sp. 17 39,7 0,0144
Cerrado Penicillium sp. 19 37,2 0,0382
Canga - - -

VI = valor de indicagdo; significancia dada pelo teste de permutacdo de Monte
Carlo, considerando p< 0,05.

A Andlise de Espécies Indicadoras (ISA) é uma ferramenta na
determinagdo das preferéncias das espécies identificadas por habitats que
apresentam caracteristicas ambientais especificas. Este método combina
informacdo sobre a concentracdo da abundancia de uma espécie em um
determinado grupo de unidades amostrais e da fidelidade da ocorréncia desta
espécie em um certo grupo de amostras (DUFRENE e LEGENDRE, 1997).
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Valores Indicativos (V1) séo calculados para cada espécie dentro de
cada grupo, e estes sdo testados estatisticamente, de forma a diferencia-los
do acaso, pelo teste de Monte Carlo com 1000 repeti¢cdes. Com isso, uma
espécie sO € considerada indicadora de um habitat quando apresenta 0 maior
indice de Espécies Indicadoras para o referido habitat e a significAncia do
teste de Monte Carlo superior a 95% (MACHADO et al., 2008).

Dessa forma, quanto maior a porcentagem do valor de indicacéo
(VI), maior a possibilidade da presenca da espécie no local analisado. A
espécie P. waksmanii foi isolada em quantidades expressivas em todas as
quatro amostras de Eucalipto e em menor nimero em poucas outras amostras
e, como resultado apresentou VI de 93,6%. As demais espécies estavam
presentes em quase todas amostras, dessa forma apresentaram menores
valores de indicac&o.

Como ja mencionado anteriormente, as espécies P. janthinellum e P.
simplicissimum sdo bastante comuns & maioria dos solos do mundo, ndo
sendo consideradas boas indicadoras. Ademais, em razdo da cobertura
vegetal, as areas Capim, Eucalipto e Mata sdo ambientes corriqueiros, nos
quais ndo sdo necessarias espécies indicadoras.

Ao contrario, nas areas Cerrado e Canga, a avaliacdo de espécies
indicadoras é importante, visto que Cerrado é considerado um hotspot de
preservacdo (BRASIL, 2015), e Canga corresponde a afloramentos rochosos
endémicos do Brasil, com alta concentracdo de ferro, pouco conhecida,
embora bastante amecada (ATAIDE et al., 2011; SHUSTER et al., 2012;
SKIRYCZ et al., 2014). Em vista disso, um desequilibrio na comunidade
microbiana pode indicar perturbacOes a estas areas e auxiliar na preservagao
destes ambientes inestimaveis. Contudo néo foi encontrada nenhuma espécie
indicadora de Canga pelo método utilizado e, apenas Penicillium sp. 19 foi
considerado espécie indicadora de Cerrado, mas apresentou valor de
indicacdo baixo.

Nessa perspectiva, é extremamente importante a busca de métodos

de avaliacdo da diversidade de microrganismos no solo e também de formas
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de utilizacdo desses dados como indicadores do estado da qualidade do solo
(OLIVEIRA, 2004).

H& poucos trabalhos na literatura que visam o estudo exclusivo dos
géneros Aspergillus e Penicillium no solo, e a maioria destes é sobre solos
de grandes culturas. Devido ao exposto, a comparacdo através de indices de
diversidade ndo é possivel. Ndo obstante, isso mostra a importancia de
trabalhos como este, que avaliam a riqueza e composi¢do da comunidade de
dois, dos géneros mais importantes de fungos filamentosos, em solos com
caracteristicas (nicas, como a Canga. Estes estudos podem ser utilizados
posteriormente como ferramentas para biologia da conservacdo e avaliagdo

ambiental dessas areas.

3.3 Analise de Componentes Principais

A Analise de Componentes Principais (PCA) mostra que as duas
componentes principais foram responsaveis por a0 menos 79% da varia¢do
total para todas as areas. Estes valores e 0s valores da primeira e da segunda

componentes principais estdo em destaque na Tabela 15.

Tabela 15 — Variancia dos Componentes Principais das areas Mata, Cerrado,

Canga, Capim e Eucalipto.

. C t . % lad
Area om_po_n enie Autovalor 9% davariancia . acurrlu a_ 4
Principal da variancia
Mata Componente 1 16.17 55.77 55.77
Componente 2 8.09 27.91 83.68
Cerrado Componente 1 17.97 46.07 46.07
Componente 2 13.41 34.38 80.45
Componente 1 16.60 47.42 47.42
Canga
Componente 2 11.29 32.25 79.67
. Componente 1 17.20 49.14 49.14
Capim
Componente 2 11.19 31.99 81.13
i Componente 1 21.06 56.91 56.91
Eucalipto

Componente 2 10.95 29.59 86.51
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O resultado das PCA realizadas para cada area (Figura 80)
demonstra que alguns fatores (atributos do solo) foram altamente associados
a ocorréncia e abundancia das espécies de Aspergillus e Penicillium nos
solos. Devido ao elevado numero de dados gerados, apenas as interacdes
mais fortes entre atributos e espécies foram avaliadas.

Na &rea Mata, a primeira componente, que explicou 56% da variacéo
dos dados, segregou verticalmente em dois grupos distintos (esquerda e
direita) as 17 espécies analisadas. No entanto, a segunda componente
principal segregou fortemente e64, €63, e40, €36, el e e85, possivelmente
dividindo as espécies em trés grupos distintos (Figura 80).

Em Mata, a espécie Penicillium sp. 19 foi possivelmente
influenciada por Al, ou seja, quanto maior a quantidade de Al (até certo
ponto), maior serd a abundancia dessa espécies no solo. O contrario ocorreu
para os atributos de vetores opostos a esta espécies, como potassio. A
concentracdo de Al no solo de Mata, segundo a classificagdo dos teores de
nutrientes (ALVAREZ et al., 1999) foi considerada alta (Apéndice C) e,
Penicillium sp. 19 pode ser resistente a este metal. As espécies Penicillium
sp. 39, A. foetidus, Penicillium sp. 41, P. glabrum e P. citrinum foram
provavelmente muito influenciadas positivamente por Zn, P, Ca, Mn e Mg
respectivamente, pois seus vetores, de mesmo sentido, estdo quase
sobrepostos no grafico, ja Penicillium sp. 17 foi influenciada negativamente
por cobre.

O grafico gerado para Cerrado, apresentou vetores de maiores
angulos, ocupando maior area (Figura 80). Isso demostra que as espécies e
os nutrientes do solo ficaram pouco agrupados. Ainda assim, as espécies P.
simplicissimum e Penicillium sp. 27 foram influenciadas por S e Mn
respectivamente e P. brevicompactum foi associada a K e Mg. A. aculeatus
foi negativamente relacionado ao S e A. niger agregado ao Fe. Os outros
atributos do solo influem, tanto positiva quanto negativamente, de forma

menos pronunciada na abundancia das espécies estudadas.
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O gréfico de Canga mostrou que os vetores de nove espécies ficaram
sobrepostos aos vetores dos nutrientes do solo, o que pode caracterizar forte
interacdo (Figura 80). Sdo estas: Eupenicillium sp. 02 (Mg), P. janthinellum
(Mg), P. spinulosum (Zn), Penicillium sp. 16 (Ca), A. niger (P), P.
cosmopolitanum e Penicillium sp. 21 (M.Q.), Penicillium sp. 20 (Al) e A.
niger agregado (Cu). As espécies Penicillium sp. 19 e A. aculeatus
apresentaram interagdo negativa com Mg e Penicillium sp. 17 com K.

Em capim, a segunda componente que explicou 32% da variagdo dos
dados, agrupou horizontamente quase todos os vetores, formando um grande
grupo (Figura 80). As espécies que apresentaram interagdo positiva com 0s
atributos do solo foram: P. chrysogenum (Mn), T. minioluteus (S), P.
janczewskii (P), Talaromyces sp. 01 (M.O.), P. fellutanum (Mg), P.
citreoningrum (Cu), Eupenicillium sp. 01 (pH) e P. janthinellum (Al). As
espécies que apresentaram interacdo negativa com os atributos do solo foram
Eupenicillium sp. 02 e P. raistrickii ao Fe, Mn e K, P. paxilli ao Cu, P.
citrinum ao S, T. variabilis, Penicillium sp. 04 e T. minioluteus ao P e A.
carbonarius a Zn e Ca.

Eucalipto obteve o grafico mais esparso, com menor influéncia entre
as espécies e os atributos do solo. Os vetores de enxofre, cobre, ferro e
fosforo apresentaram menor comprimento, indicando baixa correlacdo com
as espécies e demais atributos (Figura 80). O atributo pH foi correlacionado
as espécies P. decumbens e P. corylophilum, fésforo foi relacionado a
espécie Aspergillus sp. 01, zinco a espécie Penicillium sp. 17 e manganés e
potéssio a espécie P. glabrum. Potassio foi inversamente correlacionado a P.
citrinum, zinco a T. funiculosus e Eupenicillium sp. 02 e M.O a A
carbonarius.

N&o foi verificada uma mesma interagdo entre espécie e atributo do
solo entre as &reas avaliadas. Este fato demostra que as comunidades
microbianas no solo sdo verdadeiramente influenciadas localmente por
diversos fatores bidticos e abidticos, sendo cada comunidade, com

individuos da mesma espécie ou ndo, muito diferentes entre si.
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A presenca desses constituintes do solo em maior ou menores
valores podem interferir na comunidade de Aspergillus e Penicillium no
solo. No entanto, a presenca e a abundancia das espécies avaliadas também
podem alterar (dentro de um nicho ecoldgico) a concentracdo de alguns
elementos e no pH do solo. Afinal, os fungos sdo os grandes responsaveis
pela decomposicdo do material biolégico em matéria organica e minerais
(PAUL, 2015).

Os fungos, utilizando seu aparato enzimatico, atuam no processo de
mineralizagdo, convertendo compostos orgéanicos a inorgéanicos. Este
processo controla a disponibilidade de nutrientes para as plantas e a ciclagem
destes para o planeta (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006, PAUL, 2015).
Segundo a literatura, Penicillium é o género de fungos filamentosos mais
ordinariamente encontrado no solo, e Aspergillus é reconhecido como
excelente produtor de diversas enzimas extracelulares. Dessa forma, ambos
0S Qéneros sdo de grande importancia, e de maneira evidente estdo
envolvidos na mineralizacdo da matéria organica do solo (MOS) nos solos
avaliados.

A decomposicdo e mineralizacdo da MOS sofrem grande influéncia
das intervengbes feitas no solo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006) e,
possivelmente por esse motivo, os graficos gerados para cada area avaliada
foram distintos. Além disso, o proprio processo de mineralizagdo, que
adiciona tipos e quantidades diferentes de nutrientes no solo, afeta a
diversidade e a abundancia de espécies nos nichos ecolégicos (MADIGAN
etal., 2010).

O fosforo é um dos nutrientes mais requeridos para a manutencgdo da
vida e, em solos brasileiros, € um dos menos disponiveis. Apesar das
concentragBes de P estarem muito baixas em todas as areas analisadas
(Apéndice C), algumas espécies como Aspergillus sp. 01, A. niger, A.
foetidus e P. janczewskii tiveram correlacdo positiva com esse nutriente e

podem representar espécies solubilizadoras de fosfato, 0 que necessita ser
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investigado, visto que essa caracteristica dos fungos deve ser considerada em
um cenério de esgotamento das reservas de fosforo (MENDES et al., 2013).

A concentracdo dos elementos manganés e enxofre em todas as areas
foi considerada alta; os valores de cobre foram elevados em Cerrado,
Eucalipto e Mata; aluminio e ferro estavam em quantidades excessivas em
Canga, Cerrado, Eucalipto e Mata, e zinco apresentou alta concentracdo em
Mata (Apéndice C). Estes elementos em altas concentragdes exercem agéo
inibitéria nos microrganismos através do bloqueio de grupos funcionais de
moléculas importantes, como enzimas e polinucleétidos, blogueio de
sistemas de transporte de nutrientes, deslocacdo e substituicdo de ions
essenciais (BRUINS et al., 2000).

Nesse sentido, todas as espécies encontradas nas areas com elevado
acumulo desses elementos possivelmente sdo resistentes aos mesmos, pois
foram capazes de manter suas funcGes metabdlicas na presenca de altas
concentracdes desses elementos. Estas espécies podem ser utilizadas na
biorremediacéo de locais contaminados com esses elementos, principalmente
as espécies fortemente correlacionada a estes, como Penicillium sp. 17, P.

glabrum, P. chrysogenum, P. citreonigrum entre outras.
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Figura 80 — Diagramas das PCAs correlacionando atributos do solo a
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Segunda Coordenada Principal (29.59%)

Primeira Coordenada Principal (56.91%)

As espécies de Aspergillus e Penicillium estdo abreviadas como no apéndice E.



201



202

4 CONSIDERACOES FINAIS

A elevada riqueza e diversidade encontrada na area Capim indica
que este solo possivelmente estd recuperado dos anos de exploracdo de
minério de ferro.

Os alta diversidade e riqueza observada de Aspergillus e Penicillium
na area Eucalipto expde a adaptacdo e dominancia desses dois géneros em
solos, visto que espécies de Eucaliptus empobrecem o solo e produzem
substancias alelopéticas.

Vérias espécies com pouco ou nenhum relato no Brasil, foram
encontradas e passam a compor a Colecéo de Cultura do Departamento de
Ciéncias de Alimentos (CCDCA).

Nenhuma espécie foi indicadora das duas areas de grande interesse

ecoldgico, Canga e Cerrado.
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5 CONCLUSAO

As éreas Capim e Eucalipto apresentaram as maiores riquezas e
abundéncia de isolados, quando comparadas a Cerrado, Canga e Mata. Além
disso, o género Penicillium foi dominate em todas as &reas avaliadas.

Os solos estudados séo bastante distintos entre si, o que refletiu na
riqueza, composicao e abundancia das espécies.

As comunidades dos géneros analisados sdo compostas por um
numero pequeno de espécies dominantes e nimero elevado de espécies raras.

Os resultados obtidos demonstram a grande diversidade de
Penicillium e Aspergillus em solos com diferentes graus de ac¢do antrdpica, e
representam uma contribuigdo relevante para o conhecimento da micobiota
desse ecossistema.

Alguns constituintes dos solos avaliados foram altamente associados
a ocorréncia e abundancia das espécies de Aspergillus e Penicillium nas
diferentes areas.

Possivelmente as espécies encontradas nesse trabalho sdo resistentes
a Fe, Mn, Cu, Al e S e podem ser utilizadas na biorremediacdo de sitios
contaminados por esses elementos, além de outras aplicaces

biotecnoldgicas.
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Apéndice A- Numero de isolados de cada espécie obtidos em cada area Eucalipto, Capim, Canga, Cerrado, Mata e o total de

isolados de cada espécie em todas as areas.

A. aculeatus 1 0 5 47 1 54

A. carbonarius 2 5 0 1 0 8

A. flavus 4 1 0 0 0 5

A. niger var. niger 1 9 12 9 14 45

A. ochraceoroseus 0 1 0 0 0 1

A. sulphureus 0 1 0 0 0 1

Aspergillus sp. 01 2 0 0 0 0 2

)4



Aspergillus sp. 03 1 0 0 0 0 1

Eupenicillium sp. 02 0 32 2 0 0 34

N
[EEN
o

P. brevicompactum 1 1 0 4

o
(3]

P. citreonigrum 1 4 0 0

o
[N
N

P. corylophilum 8 3 0 1

o
N

P. crustosum 1 1 0 0

P. fellutanum 0 2 0 0

o
N

P. glabrum 20 0 0 5

SN
[uEN
(o2}
[op}

o
(o2}
[op)

P. janthineum 37 27 2 0

1T¢



(Continua)
P. multicolor 0 0 0 1 0 1

P. oxalicum 9 64 0 40 3 116

P. raistrickii 0 11 0 0 0 11

P. sclerotiorum 1 1 0 0 5 9

P. solitum 0 0 0 11 11 22

T. variabilis 2 3 0 0 0 5

Penicillium sp. 01 1 0 0 0 0 1

Penicillium sp. 03 1 0 0 0 0 1

Penicillium sp. 05 0 1 0 0 0 1

¢1e



Penicillium sp. 07 1 0 0 0 0 1

Penicillium sp. 09 0 1 0 0 0 1

Penicillium sp. 11 0 1 0 0 0 1

Penicillium sp. 13 1 9 0 0 0 10

Penicillium sp. 15 0 1 0 0 0 1

Penicillium sp. 17 93 0 95 11 131 330

Penicillium sp. 19 49 0 77 129 92 347

Penicillium sp. 21 0 0 4 0 0 4

w

Penicillium sp. 23 0 0 3 0 0

€Te



(Continua)
Penicillium sp. 25 0 1 0 0 0 1

Penicillium sp. 27 0 0 0 1 0 1

Penicillium sp. 29 0 0 0 1 0

[N

Penicillium sp. 31 0 0 0 1 0

[N

Penicillium sp. 33 0 0 1 0 0

(XN

[N

Penicillium sp. 35 1 0 0 0 0

Penicillium sp. 37 1 0 0 0 0

[N

Penicillium sp. 39 0 0 0 0 1

[N

Penicillium sp. 41 1 0 0 0 1

N

v1e



(Concluséo)

Penicillium sp. 43 2

2

Ndmero de isolados total na amostra e area.
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Apéndice B — Dados analiticos dos componentes do solo das amostras de Mata, Cerrado, Canga, Eucalipto e Capim.

AMOSTRA pH K P Ca Mg Al H+Al MO Zn Fe Mn Cu B S
MATA 6 47 7400 1,71 040 0,20 1,70 6,60 3,70 23,20 132,51 30,30 254 0,19 12,14
MATA7 4,7 60,00 142 0,10 030 240 10,99 399 210 7358 20,32 216 0,13 10,34
MATA 8 45 60,00 200 080 050 150 983 543 268 7991 111,56 5,05 0,15 9,06
MATA 9 4,7 60,00 260 100 0,70 1,40 983 59 220 92,18 109,14 2,36 0,13 13,08

CERRADO1 49 44,00 260 040 010 160 787 445 09 8749 16,24 245 0,10 10,78
CERRADO2 49 48,00 142 060 020 140 6,30 314 101 10386 26,21 191 0,13 11,23
CERRADO3 4,9 40,00 084 030 010 130 704 341 0,71 12153 19,12 210 0,06 11,23
CERRADO4 51 60,00 1,13 0,70 0,20 090 505 287 084 98,06 2827 195 0,06 11,23
CANGA1 52 62,00 142 080 020 060 981 7,34 182 769 1461 0,37 0,19 10,78
CANGA2 4,1 50,00 831 140 0,20 190 37,29 1414 260 511,10 1529 0,36 0,26 12,14
CANGA4 43 5400 291 060 0,10 2,30 2391 10,28 146 257,43 1181 061 0,24 16,61
CANGA6 44 58,00 260 030 0,10 1,40 19,15 653 1,33 101,39 26,68 1,45 0,31 18,26

9T¢



(Conclusdo)

AMOSTRA  pH K P Ca Mg Al H+Al MO Zn Fe Mn Cu B S
EUCALIPTO1 4,7 3600 230 010 010 260 12,28 5,26 0,99 216,07 19,13 3,61 010 17,15
EUCALIPTO2 4,7 4200 142 010 0,0 260 1228 5,09 0,82 9560 23,73 254 0,13 18,26
EUCALIPTO3 48 4400 142 010 00 180 6,60 4,76 0,77 8043 20,75 226 0,13 15,05
EUCALIPTO4 4,7 30,00 260 020 030 340 1533 526 048 9854 944 264 0,13 19,40

CAPIM 1 59 36,00 353 040 020 010 149 1,07 0,33 4294 48,74 0,39 0,21 4241
CAPIM 2 58 16,00 481 0,70 0,30 0,10 1,33 1,18 0,58 32,16 2511 0,53 0,17 15556
CAPIM 3 6,1 48,00 721 220 070 0,10 149 141 113 6546 56,19 1,65 0,21 3047
CAPIM 4 6,0 30,00 11,05 1,30 050 0,10 165 164 041 32,75 3559 0,36 0,15 27,31

LT¢



Apéndice C — Teores médios quimicos e fisicos nas areas Capim (CA); Canga (CG); Cerrado (CE); Eucalipto (EU) e Mata (MT).

pH K P Ca Mg Al H+ Al SB t T \Y m
H,O - mg dm----- cmolc dm’® %
CA 59m 325b 66 Mb 11b 04b O01Mb 15Mb 16b 17b 31b 489m 7,4Mb
CG 45b 560m 38Mb 08b O01Mb 15A 225MA 11b 26m 236MB 52Mb 578A
CE 49b 480m 15Mb 05b 01Mb 13A 6,5A 0,7b 21b 73m 109Mb 634A
EU 47b 395b 17Mb 01Mb 01Mb 26MA 121MA 03Mb 29m 125B 29Mb 875MA
MT 46b 685m 19Mb 06b 04b 17A 98MA 12b 29m 110B 105Mb 60,7A
M.O Prem Zn Fe Mn Cu B S Argila Silte Areia
gKg* mgL* ----mg dm’® dag Kg--------
CA 133b 171 061b 4333B 4191A 0,74m 019b 2894MA 20,50 32,75 46,75
CG 9,7MB 146 180B 236, 72A 17,10A 0,70b 0,25b 14,45A 20,50 17,50 62,00
CE 34,7m 20,8 0,88b 102,74A 2246 A 210A 009Mb 11,12A 2750 36,75 35,75
EU 509MB 126 0,77b 12266A 1826 A 2,76 A 0,12Mb 17,46A 3575 34,00 30,25
MT 47,7B 178 856A 9455A 6783A 33A 015b 11,15A 30,50 42,25 27,25

Classificacdo dos teores de nutrientes (Alvarez et al., 1999): A: Alto; MA: Muito Alto; B: Bom; MB: Muito Bom; m: Médio; b: Baixo; Mb: Muito

Baixo.

8T¢



Apéndice D — Correlagdo dos Componentes Principais para as areas Mata, Cerrado, Canga, Capim e Eucalipto.

Mata Cerrado Canga Capim Eucalipto

Cl1 cC2 Cl1 (2 Ci1 cC2 Cl1 cC2 Cl1 cC2
el 069 067 el 085 039 el 089 039 el 089 039 el 0389 0.39
e6 -0.65 0.16 e3 -0.79 023 e7 -069 073 e7 -069 073 e7 -0.69 0.73
e7 -0.98 -0.08 e4 006 -099 el0 0.61 -0.04 el0 0.61 -0.04 el0 0.61 -0.04
el8 072 068 e6 006 -099 el2 071 012 el2 0.71 012 el2 0.71 0.12
e21 -094 -0.23 e7 -0.82 -058 el4 -0.28 -093 eld -0.28 -093 el4 -0.28 -0.93
€28 -0.98 -0.09 el0 0.06 -0.99 el6 -0.94 -033 el6 -0.94 -033 el6 -0.94 -0.33
e36 0.69 -0.67 el2 032 062 e21 -0.28 -093 e21 -0.28 -0.93 e21 -0.28 -0.93
ed0 0.69 -0.67 el5 0.06 -0.99 e23 -0.81 055 e23 -0.81 055 €23 -0.81 0.55
e4dl 066 055 el8 -0.78 056 e31 -0.94 -0.33 e31 -0.94 -0.33 e31 -0.94 -0.33
ed2 -0.99 -0.13 el9 0.84 034 ed4l -057 -0.74 ed41l -057 -0.74 e41 -0.57 -0.74
e62 088 0.46 €20 -0.11 042 e43 -096 025 e43 -0.96 0.25 e43 -0.96 0.25
e63 0.69 -0.67 e28 -0.75 -043 e55 0.61 -0.04 e55 0.61 -0.04 e55 0.61 -0.04
e64 0.79 -050 e34 0.06 -0.99 e59 0.61 -0.04 e59 0.61 -0.04 e59 0.61 -0.04
e81 0.72 068 e36 -0.88 0.08 e6l1 -091 038 e61 -0.91 0.38 e61 -0.91 0.38
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(Continua)

e84
e85
€86
pH

Ca
Mg
Al

M.O.

Zn
Fe
Mn
Cu

0.45
0.69
-0.65
0.48
-0.33
-0.91
-0.98
-0.91
0.86
-0.96
0.44
0.21
-0.99
-0.50
-0.10

0.86
-0.67
0.16
0.35
0.75
0.23
0.19
-0.21
-0.49
-0.20
0.86
0.97
-0.10
-0.24
0.68

e37
e4l
e42
e61
€62
€63
e64
e69
e7l
e72
e’4
e75
e76
pH

Ca

-0.79
-0.91
-0.96
0.84
0.84
-0.63
0.13
-0.11
0.06
-0.79
-0.11
-0.79
-0.79
-0.79
-0.77
0.76
-0.72

0.23
-0.41
-0.96
0.84
0.84
-0.63
0.13
-0.11
0.06
-0.79
-0.11
-0.79
-0.79
-0.79
-0.77

0.76 M.O.

-0.72

e62
e63
e64
e65
e66
e68
er7
e78
e79
pH

Ca
Mg
Al

Zn

-0.26
-0.48
0.88
0.21
-0.81
0.48
0.94
-0.28
0.48
-0.03
0.33
-0.67
-0.95
-0.94
0.18
-0.81
-0.96

0.96
-0.42
0.47
0.24
0.55
0.42
0.33
-0.93
0.42
-0.98
-0.94
0.71
0.28
-0.33
0.95

0.55 M.O.

0.26

e62
e63
e64
€65
€66
€68
er7
e78
e79
pH

P
Ca
Mg
Al

Zn

-0.26
-0.48
0.88
0.21
-0.81
0.48
0.94
-0.28
0.48
-0.03
0.33
-0.67
-0.95
-0.94
0.18
-0.81
-0.96

0.96
-0.42
0.47
0.24
0.55
0.42
0.33
-0.93
0.42
-0.98
-0.94
0.71
0.28
-0.33
0.95

0.55 M.O.

0.26

e62
e63
e64
e65
e66
e68
er7
e78
e79
pH

Ca
Mg
Al

Zn

-0.26
-0.48
0.88
0.21
-0.81
0.48
0.94
-0.28
0.48
-0.03
0.33
-0.67
-0.95
-0.94
0.18
-0.81
-0.96

0.96
-0.42
0.47
0.24
0.55
0.42
0.33
-0.93
0.42
-0.98
-0.94
0.71
0.28
-0.33
0.95
0.55
0.26

0¢¢



(Conclus&o)

Mg -0.78 -0.78 Fe -0.62 0.78 Fe -0.62 0.78 Fe -0.62 0.78
Al 091 -023 Mn 041 041 Mn 041 -0.10 Mn 041 -0.10
M.O. 096 009 Cu 076 005 Cu 076 0.05 Cu 0.76 0.05
Zn 028 090 S 088 -010 S 088 041 S 088 041
Fe -0.28 -0.86
Mn -0.91 0.36
Cu 0.88 0.01
S -084 -0.34

Cle C2=Componente 1 e 2.
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Apéndice E — Espécies avaliadas na Analise de Componentes Principais

el= A. aculeatus e19= P. chrysogenum e37= P. paxilli e55= Penicillium sp. 10 e73= Penicillium sp. 28
e2= A. candidus e20=P. citreonigrum e38=P. raistrickii e56=Penicillium sp. 11 e74= Penicillium sp. 29
e3= A. carbonarius e21= P. citrinum e39= T. purpurogenus e57= Penicilliumsp. 12 e75= Penicillium sp. 30
ed= A. clavatus e22= P. corylophilum e40= P. sclerotiorum  e58= Penicillium sp. 13 e76= Penicillium sp. 31
e5= A. flavus e23= P. cosmopolitanum e41= P. simplicissimum e59= Penicillium sp. 14 e77= Penicillium sp. 32
e6=A. foetidus e24=P. crustosum ed2=P. solitum e60= Penicillium sp. 15 e78= Penicillium sp. 33
e7= A. niger e25= P. decumbens e43= P. spinulosum e6l= Penicillium sp. 16 e79= Penicillium sp. 34
e8= A. niveus e26= P. fellutanum ed4= T. variabilis e62= Penicillium sp. 17 e80= Penicillium sp. 35
e9= A.ochraceoroseus  e27= T. funiculosus ed5= P. waksmanii e63= Penicillium sp. 18 e81= Penicillium sp. 36
el0=A. parasiticus e28= P. glabrum e46=Penicillium sp. 01 e64= Penicillium sp. 19 e82= Penicillium sp. 37
ell= A. sulphureus e29= P. implicatum ed7= Penicillium sp. 02 e65= Penicillium sp. 20 e83= Penicillium sp. 38
el2= A. tubingenses e30=P. janczewskii e48= Penicillium sp. 03 e66= Penicillium sp. 21 e84=Penicillium sp. 39
e13= Aspergillus sp. 01 e31= P. janthineum e49=Penicillium sp. 04 e67= Penicillium sp. 22 e85= Penicillium sp. 40
el4= Aspergillus sp. 02 e32= Aspergillus sp. 03 e50= Penicillium sp. 05 e68= Penicillium sp. 23 e86= Penicillium sp. 41
el5= Eupenicillium sp. 01 e33= P. miczynskii e51= Penicillium sp. 06 e69= Penicillium sp. 24 e87= Penicillium sp. 42
el6= Eupenicillium. sp. 02 e34= P. multicolor e52= Penicillium sp. 07 e70= Penicillium sp. 25 e88= Penicillium sp. 43
el7= Eupenicillium sp. 03 e35= T. mineoluteus e53= Penicillium sp. 08 e71= Penicillium sp. 26 e89= Talaromyces sp. 01
el8= P. brevicompactum e36= P. oxalicum e54=Penicillium sp. 09 e72= Penicillium sp. 27

¢ce



