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RESUMO

Diante da crescente necessidade de um rigor taxonémico e do grande nimero de espécies de fungos
que ainda existem para ser revisada e descrita, a identificacdo baseada apenas em caracteristicas
morfolégicas ndo fornece dados suficientes para uma correta identificacdo de um grande nimero de
espécies, inclusive aquelas pertencentes ao Complexo Cladosporium cladosporioides. Desta forma,
estudos de biologia molecular vem sendo adicionados ao método tradicional com o intuito de
fornecer dados mais precisos, auxiliando no processo de distincdo de espécies morfologicamente
proximas. Neste contexto, este estudo teve como objetivo caracterizar taxonomicamente espécies
pertencentes ao Complexo Cladosporium cladosporioides depositadas na Micoteca URM da
Universidade Federal de Pernambuco por abordagem morfoldgica e molecular. Para isso, foram
utilizadas 40 culturas de fungos pertencentes as espécies C. cladosporioides (32) e C. tenuissimum
(8) e realizadas andlises das caracteristicas macroscopicas dos fungos através do cultivo em meio de
cultura BDA (Batata Dextrose Agar), MEA (Extrato de Malte Agar), SNA (Synthetic Nutrient-poor
Agar) e AO (4gar aveia) por um periodo de 14 dias a 25°C no escuro, e microscopicas através de
culturas crescidas em meio SNA e BDA por 7 dias sob luz UVA continua. Para as analises
moleculares, foi realizado o sequenciamento parcial da regido ITS, e dos genes actina (ACT) e do
fator de alongamento da traducdo (tefl). Através da ferramenta BLAST, todas as culturas de fungos
utilizadas neste estudo apresentaram identidade igual ou superior a 97% com sequéncias de fungos
do género Cladosporium depositadas no Banco de dados GenBank para as regides 1TS1-5,8S-1TS2,
e 0s genes ACT e tefl. Outras sequéncias de referéncia foram utilizadas para o alinhamento nesse
estudo e apds a reconstrucdo filogenética mais parcimoniosa foi constatado que 30 culturas
pertencem ao Complexo Cladosporium cladosporioides e 6 ao Complexo Cladosporium
sphaerospermum. Sendo assim, os genes ACT e o tefl foram considerados os marcadores
moleculares com maior poder de resolucdo para as espécies pertencentes ao Complexo
Cladosporium cladosporioides. Desta forma, foi possivel atualizar o status taxonémico das culturas

das espécies C. cladosporioides e C. tenuissimum depositadas na Micoteca URM da UFPE.

Palavras-chave: Cladosporium cladosporioides. Filogenia. Taxonomia.



ABSTRACT

Given the growing need for taxonomic accuracy and the large number of fungal species that still
exist to be reviewed and described, only identification based on morphological characteristics does
not provide sufficient data for a correct identification of a large number of species, including those
belonging to Cladosporium cladosporioides complex. Thus, molecular biology studies have been
added to the conventional method in order to provide more accurate data, helping the process of
morphologically distinguish closely related species. In this context, this study aimed to characterize
taxonomically species of the Cladosporium cladosporioides complex deposited in the URM Culture
Collection of the Federal University of Pernambuco by morphological and molecular approach. For
this, we used 40 fungal cultures belonging species C. cladosporioides (32) and C. tenuissimum (8)
and carried out analyzes of macroscopic characteristics of fungi by growing in PDA culture medium
(Potato Dextrose Agar), MEA (Extract Malt agar), SNA (Synthetic Nutrient-poor agar) and AO
(oatmeal agar) for a period of 14 days at 25 ° C in the dark and microscopic using SNA and cultures
grown in PDA medium for 7 days under continuous UV light. For molecular analysis, we
performed the partial sequencing of the ITS region, and actin genes (ACT) and the translation
elongation factor (TEF1). Through BLAST tool, all cultures of fungi used in this study showed
similarity equal to or greater than 97% with fungi of the genus Cladosporium sequences deposited
in the GenBank database for ITS1-5.8S-1TS2 regions, and ACT genes and TEF1. Other reference
sequences were used for this study alignment and phylogenetic reconstruction after most
parsimonious 30 was found to belong to the crops Cladosporium cladosporioides complex and the
6 to Cladosporium sphaerospermum complex. Thus, the ACT and the TEF1 genes were considered
molecular markers with higher resolution for the species belonging to Cladosporium
cladosporioides Complex. Thus, it was possible to update the taxonomic status of the cultures of C.

cladosporioides and C. tenuissimum deposited in the URM Culture Collection of UFPE.

Key-words: Cladosporium cladosporioides. Phylogeny. Taxonomy.
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1 INTRODUCAO

Tradicionalmente, a identificacdo dos fungos filamentosos é baseada na andlise das
caracteristicas morfolégicas macroscopicas e microscopicas, tais como, pigmentacdo, textura da
coldnia, forma e cor da hifa, presenca ou ndo de septos, forma de esporos, entre outras estruturas
(QUADROS et al., 2009). Com o0 avanco das pesquisas de investigacdo cientifica da riqueza de
fungos, outros parametros para diferenciacdo taxondmica foram necessarios para auxiliar no
processo de distingdo de espécies morfologicamente proximas utilizando uma abordagem
poliféasica, tais como, estudos de producdo de metabolitos, protedmica e biologia molecular
(FRISVAD; SAMSON, 2004; SAMSON; VARGA, 2009).

Vérios estudos tem apresentado a dificuldade dos taxonomistas em determinar as
caracteristicas morfoldgicas que realmente definem um género ou espécie (Guarro et al. 1999), com
isso, técnicas moleculares estdo sendo aplicadas, contribuindo para um melhor entendimento das
relacdes filogenéticas entre diferentes espécies de fungos, assim como, para uma melhor precisdo
nos estudos de sistematica (AZEVEDO et al., 2006).

O género Cladosporium (teleomorfo: Davidiella) descrito por Link em 1816, pertence a
familia Cladosporiaceae do Filo Ascomycota e tem Cladosporium herbarum como sua espécie tipo
(INDEX FUNGORUM, 2014). E considerado um dos maiores géneros de Hyphomycetes, assim
como um dos mais heterogéneos e dele fazem parte mais de 772 nomes, ou seja, variedades, formas
e espécies (DUGAN et al., 2004). Esta heterogeneidade, possivelmente esta relacionada a definicao
imprecisa e abrangente deste género na literatura, além da grande variabilidade morfol6gica
apresentada pelas espécies e a ocorréncia de algumas espécies em uma grande diversidade de
substratos (BENSCH et al., 2012). Atualmente o género esta inserido no Filo Ascomycota, Subfilo
Pezizomycotina, Classe Dothideomycetes, Subclasse Dothideomycetidae, Ordem Capnodiales e
Familia Cladosporiaceae (INDEX FUNGORUM, 2014).

Este género possui distribuicdo cosmopolita e suas espécies sao relatadas como importantes
agentes na decomposicgéo, deterioracdo e causadores de alergias no homem e doengas em animais e
plantas (BENSCH et al., 2012). Comumente encontrados em todos os tipos de plantas, outros
fungos e detritos, sdo isolados frequentes do solo, alimentos, tintas e matérias organicas. S&o
também frequentemente relatados como endofitos (BROWN et al., 1998; EL-MORSY, 2000,
BEZERRA et al., 2012, 2013; OLIVEIRA et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2015), atuam como
invasores secundarios em lesdes de plantas causadas por fungos fitopatogénicos (ELLIS 1971,
1976), ocorrendo também como hiperparasitas em outros fungos (HEUCHERT et al., 2005). Em
plantacBes, Cladosporium cladosporioides é produzido em baixa escala no combate a pulgbes
(FARIA; MAGALHAES, 2001). As espécies do género produzem conidios pequenos, geralmente

formados em cadeias ramificadas e bem adaptados para disperséo por longas distancias (BENSCH
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et al., 2012), sendo estes esporos relatados por alguns autores como o componente fungico mais
comum encontrado no ar (FARR et al., 1989; FLANNIGAN, 2001; MULLINS, 2001).

A forte heterogeneidade do género foi confirmada com base nas primeiras analises
moleculares realizadas em Cladosporium s. lat. por Braun (2003). Além de revisbes publicadas
sobre Cladosporium herbarum s. lat. (SCHUBERT et al., 2007), C. sphaerospermum s. lat.
(ZALAR et al., 2007, DUGAN et al., 2008) e C. cladosporioides s. lat. (BENSCH et al., 2010),
onde os autores concluem que estes devem ser considerados como complexos heterogéneos, do qual
fazem parte uma grande diversidade de espécies geneticamente e morfologicamente distintas
(BENSCH et al., 2012).

O nome Cladosporium cladosporioides esteve frequentemente associado a varios taxons que
atualmente sdo considerados distintos, tornando-se necessario uma revisdo dos fungos
anteriormente classificados com este nome com a finalidade de esclarecer o status taxonémico. Por
exemplo, em estudo realizado por Bensch et al. (2010), uma analise da sequéncia de DNA em trés
regides do gene foi utilizada com o intuito de elucidar a diversidade de espécies dentro do complexo
Cladosporium cladosporioides. Estudos de biologia molecular séo utilizados como uma ferramenta
bastante util para diferenciar espécies intimamente relacionadas e morfologicamente semelhantes.
Atualmente, sdo consideradas como pertencentes a este complexo 39 espécies (BENSCH et al.,
2012).

Geralmente em estudos de revisdes e atualizacBes taxonémicas de fungos, as culturas
utilizadas estdo preservadas em colecdes de culturas. A Micoteca URM Maria Auxiliadora
Cavalcanti, localizada no Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco, foi fundada em 1954 pelo Prof. Augusto Chaves Batista. A
Micoteca estd registrada no Commonwealth Mycological Institute (CMI) sob a sigla URM
(University Recife Mycologia) e é filiada ao World Directory of Collections of Culture of
Microrganisms (WFCC) sob o N° 604. Atualmente, o acervo possui um total de cerca de 25 mil
amostras de fungos. Além de receber estas amostras para compor o acervo, a Micoteca URM atende
pedidos de fornecimento de amostras, isolamento e identificagdo de culturas, liofilizagdo e
treinamento de estudantes e profissionais na area de taxonomia e preservacao, oferecendo também
cursos de extensdo (MICOTECA, 2013). No acervo desta colecdo existem 40 isolados de duas
espécies do atual Complexo Cladosporium cladosporioides. Como muitos destes foram
identificados com base apenas nas caracteristicas morfoldgicas e em periodo anterior aos estudos
taxondbmicos mais recentes, como aqueles realizados por Bensch et al. (2010; 2012), se faz
necessario a revisao taxondmica destes isolados utilizando metodologia mais atualizada com base
tanto em caracteristicas morfologicas quanto moleculares, utilizando parte das sequéncias da regido

ITS do rDNA e dos genes da actina (ACT) e fator de alongamento da traducdo (tefl). Neste
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contexto, este estudo tem como objetivo caracterizar taxonomicamente espécies pertencentes ao
Complexo Cladosporium cladosporioides depositadas na Micoteca URM da Universidade Federal

de Pernambuco.

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 TAXONOMIA MORFOLOGICA E MOLECULAR

O termo taxonomia tem origem grega e significa taxis (ordem), e nomos (lei, norma). Foi
usado pela primeira vez em 1735 pelo cientista e médico sueco Carl Von Linné, com a publicacéo
da versdo inicial da obra Systema Naturae (AGANETTE et al., 2010). A taxonomia morfoldgica é
hoje definida como um sistema de classificacdo dos organismos que tem como base a analise dos
caracteres fenotipicos destes para classifica-los (CAMACHO et al., 2013), e surgiu da necessidade
do homem em classificar, agrupar e organizar os seres vivos com o intuito de facilitar o estudo e
compreenséo dos organismos (MACHADO, 2006).

Uma abordagem morfologica na identificacdo de fungos leva em conta alguns aspectos
como textura da coldnia, diametro, velocidade de crescimento, pigmentacao, forma e cor da hifa,
presenca ou nao de septos, forma e ornamentagdo dos esporos, entre outras estruturas (QUADROS
et al., 2009). No entanto, este método apresenta limitacGes por ndo fornecer informagdes suficientes
no processo de distincdo de espécies que sdo morfologicamente proximas, visto que, estas
caracteristicas podem variar conforme as condi¢bes ambientais, meio de cultura, substrato e
condicdes de incubacdo, muitas vezes, criando certa dificuldade dos taxonomistas em determinar
quais as caracteristicas fenotipicas que realmente delimitam um género ou espécie (OLIVEIRA,
2011; SANTOS et al., 2010; GUARRO et al., 1999). Com isso, entre os anos de 1950 e 1960, a
taxonomia foi fortemente influenciada pelas informacdes obtidas através da citologia e genética,
com intuito de ampliar os esquemas tradicionais. Ja entre as décadas de 60 e 70, surgiu a taxonomia
numérica com o objetivo de analisar em conjunto uma grande quantidade de dados de origens
diversas utilizando algoritmos matematicos. Em seguida, nos anos de 1970/1980 houve uma grande
quantidade de trabalhos de quimiotaxonomia associados a taxonomia morfoldgica, até que, a partir
desta década-surgiram os primeiros trabalhos utilizando dados baseados nas sequéncias de DNA e
analisados utilizando-se os principios da cladistica, a chamada sistematica molecular (BARROS,
2013). Desde entdo, a aplicacdo dessas técnicas moleculares vem possibilitando uma melhor

compreensdo a respeito das relagdes filogenéticas entre diferentes espécies de fungos, assim como,
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fornecendo dados importantes que possibilitam a classificacdo de novas espécies (AZEVEDO et al.,
2006).

Em contraste com a abordagem exclusivamente fenotipica, estas analises moleculares
trazem vantagens, visto que, sequéncias de DNA sdo pouco susceptiveis a alteracdes ambientais
como observado nas caracteristicas morfoldgicas, fornecendo assim caracteres mais estaveis no
processo de identificacdo de espécies (GOMES, 2011). Frequentemente, estes resultados obtidos
atraves de uma abordagem molecular complementam as hipOteses baseadas em estudos de
morfologia, mas em alguns casos, esses dados resultantes da anélise do DNA ndo se mostram
completamente de acordo com observacgdes exclusivamente morfoldgicas (SAMUELS; SEIFERT,
1995). Por exemplo, Zhang et al. (1998) compararam dados morfolégicos com dados moleculares e
distinguiram cinco taxons de Phomopsis isolados de soja (Glycine max) utilizando sequéncias da
regido ITS do DNA ribossomal, mas ndo obtiveram dados morfologicos capazes de diferencia-los.
Atualmente, existe uma grande combinacdo de métodos na Biologia Molecular utilizados como
ferramenta auxiliar para identificagdo morfoldgica de fungos (SHI, 2001).

2.1.1 Técnicas moleculares na identificacdo de fungos

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), criada por Karry Mullis em 1985, é um método de
analise molecular que permite a obtencdo, in vitro, de vérias cdpias de um determinado segmento
do DNA através do uso de um par de oligonucleotideos (primers) especificos para regido a ser
amplificada. Esta técnica gera produtos em quantidades suficientes para analises de DNA mesmo a
partir de pequenas quantidades de amostra (Fungaro, 2001). As regides internas transcritas (ITS -
Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossomal (rDNA), estdo situadas entre regides altamente
conservadas e sdo o principal alvo da PCR para anélise filogenética em fungos (LARENA, 1999).

A regido ITS esta dividida em ITS1, que separa 0s genes 18S e 5.8S, e ITS2 que esta
localizado entre os genes 5.8S e 28S (HILLIS; DIXON, 1991; SCHLOTTERER et al., 1994).
Normalmente as regifes 18S, 28S e 5.8S ndo apresentam variagdes de sequéncia, ao contrario das
regibes ITS, que evoluem rapidamente, apresentando alto nivel de polimorfismo e por isso podem
variar intraespecificamente na sequéncia de bases e no comprimento, sendo assim, mais utilizadas e

apropriadas para discriminacao de espécies proximas ou até variedades de uma mesma especie.

Figura 1 - Localizacdo dos genes rDNA nuclear (18S rDNA, 5.8S rDNA, 28S rDNA) e espac¢os internos
transcritos (ITS 1, ITS2)

185 rDNA IT51 5.85rDNA ITS2 285 rDNA
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Além disso, essas sequéncias aparecerem em grande nimero de cOpias no genoma e Sao
relativamente curtas, geralmente apresentando entre 600 e 800 pares de bases de comprimento,
podendo ser mais facilmente sequenciadas e amplificadas. Como consequéncia dessas vantagens,
existe atualmente um grande numero de sequéncias de ITS disponiveis em bancos de dados de
sequéncias de nucleotideos, onde programas computacionais possibilitam a comparacdo destas
sequéncias de organismos, permitindo definir regiGes apropriadas para a sintese de primers
especificos para cada fungo. Com isso, as regides ITS vem sendo bastante utilizadas na taxonomia
de fungos (LARENA, 1999; FUNGARO, 2001; KAWASAKI et al., 2008; MENEZES et al., 2010)
como ferramentas Uteis em estudos de filogenia e na diferenciacdo de espécies (KURAMAE;
SOUSA, 2002; NAKAZATO, 2005; STRINGARI, 2009).

Espécies pouco relacionadas e com caracteres morfoldgicos claramente distintos, apontam
resultados claros em analises filogenéticas mesmo quando realizado com base em apenas um locus
(BRAUN et al., 2003). No entanto, em um Complexo que abriga organismos morfologicamente
semelhantes, apenas um locus ndo é considerado suficiente para discriminacdo de espécies, como
aponta estudo relizado por Schubert et al. (2007) no complexo Cladosporium herbarum, onde uma
abordagem utilizando a regido ITS, genes para actina, calmodulina, fator de alongamento da
traducdo 1-a, ¢ histona H3, conduziu a uma arvore com melhor resolugao e melhor distingdo entre
espécies relacionadas (BENSCH et al., 2012).

Bensch et al. (2010), com o intuito de esclarecer a diversidade de espécies dentro do
complexo Cladosporium cladosporioides, além da regido ITS, realizaram o sequenciamento parcial
do gene para actina e do fator de alongamento da traducéo (tefl) e observaram que a regido ITS
possui uma resolucdo limitada em muitas espécies de Cladosporium e os resultados obtidos para as
regibes ACT e TEF foram utilizados na comparacédo da estabilidade do clado. Muitas espécies que
fazem parte deste complexo sdo morfologicamente semelhantes e muitas vezes indistinguiveis
apenas com base em dados obtidos de analises morfologicas e, por isso, faz-se necessario o uso de
técnicas moleculares para correta identificagao.

Nos fungos filamentosos, a actina estd localizada na ponta das hifas vegetativas em torno
dos nucleos de separagdo durante a préfase, e formagdo de septos, 0 que sugere o importante papel
do citoesqueleto de actina no crescimento das hifas e para divisdo celular e nuclear (TARKKA et
al., 2000). E considerada uma regido do citoesqueleto altamente conservada na evolucio, codificada
por um gene de cépia unica. Wirsel et al. (2002), em estudo filogenético de Cladosporium com base
no gene actina, obtiveram uma melhor resolucéo, levando a uma maior diferenciagdo nos ramos
terminais quando comparado com a arvore de ITS.

O fator de alongamento da traducdo (tefl) € um membro altamente conservado da familia

das GTPases, que incluem fatores protéicos envolvidos no inicio do alongamento e término da
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traducdo (KEELING; INAGAKI, 2004). E uma das proteinas celulares mais abundantes e que
possui a importante caracteristica de conservagdo da sequéncia a nivel de aminoacidos, 0 que tem
sido bastante utilizado em estudos de andlise filogenética em fungos (NAKAZATO, 2005).
Stringari (2009) ao estudar a sistemética e diversidade genética de isolados de Guignardia spp. e
Phyllosticta sp. concluiram que as regifes ITS e tefl sdo Uteis na distingdo entre as espécies de G.
citricarpa, G. mangiferae, P. spinarum. Em ascomycetes filamentosos, os genes actina e tef sdo
considerados fonte potencialmente rica de caracteristicas para estudos de populacbes e de
especiacdo (CARBONE; KOHN, 1999).

O sequenciamento parcial de genes para estudos de taxonomia e filogenia tem
proporcionado a cria¢do de bancos de dados genéticos gratuitos, que tem como objetivo reunir e
fornecer informacdes genéticas de taxons de todo o mundo, contribuindo para a realizacdo de
pesquisas em diversas areas como taxonomia e sistematica (BUENO-SILVA, 2012). O NCBI
(National Center for Biotechnology) é considerado um banco central de informacdo genémica e
conta com uma série de bancos que armazenam dados obtidos de informacbes bioldgicas dos
organismos como sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, além de dispor de informacoes
detalhadas sobre taxonomia. Dentre eles, 0 GenBank (Genetic Sequence Database) é considerado o
principal banco de dados de sequéncias genéticas disponiveis para o publico, o qual inclui dados de
genomas completos e em andamento (NCBI, 2014; SANTOS et al., 2002; 2003).

2.2 SISTEMATICA FILOGENETICA

Dados moleculares sdo essenciais para analises de relagdes filogenéticas entre 0s organismos
(SMITH; ONION, 1994). A filogenia retrata a historia evolutiva de um grupo de organismos
descendente de um ancestral em comum e tem como principal objetivo compreender as relac6es
evolutivas entre as espécies, inferindo a histéria de vida desde sua origem, representando esses
dados através de arvores filogenéticas. Essas arvores sdo consideradas hipoOteses das relacGes
evolutivas que demonstram a ordem de separacdo das espécies, podendo representar a historia
evolutiva de um pequeno grupo de organismos ou mesmo de grandes linhagens (VIANA, 2007). A
principio, essas arvores se baseavam apenas em dados obtidos de analises morfolégicas, o que trazia
resultados pouco confiaveis, visto que, espécies que evoluiram de ancestrais distintos poderiam
sofrer transformacdes originando caracteristicas morfologicas semelhantes. Com o advento da
biologia molecular, através do acesso a estrutura de macromoléculas como o DNA, as analises
filogenéticas passaram a ter um avanco acelerado (FERNANDES-MATIOLI, 2001; VIANA, 2007).
Técnicas como sequenciamento do DNA levaram ao desenvolvimento de medidas para analise de

distancia genética e de construcédo de arvores capazes de expressar as diferencas observadas entre 0s
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organismos, sendo assim uma poderosa ferramenta no estudo da histéria evolutiva dos organismos
(VIANA, 2007).

Existem alguns métodos utilizados para reconstrucdo de arvores filogenéticas a partir de
dados moleculares. O modelo de Neighbor-Joining foi proposto por Saitou e Nei (1987) e tem como
principio encontrar pares de bases vizinhos que se unam e minimizem ao maximo o comprimento
total dos ramos de uma arvore em cada estagio do agrupamento. A principio, estas sequéncias
unidas pela menor distancia genética sdo entdo consideradas como uma so entidade e, em seguida, é
feita a busca pelo terminal seguinte que tenha a menor distancia genética deste, o procedimento
continua até unir todos os terminais a arvore filogenética. Ao final, o comprimento dos ramos e
topologia de uma arvore parcimoniosa pode ser obtido rapidamente através deste método (SAITOU;
NEI, 1987). Ja a Maxima verossimilhanca € um método estatistico baseado em evolucdo molecular,
que calcula cada arvore possivel que pode ser derivada dos dados selecionados, além de calcular o
comprimento dos ramos de cada arvore diferente. Este método estima a probabilidade do quao bem
a matriz de caracteres é explicada por arvores filogenéticas. No outro método, o de Méaxima
parcimdnia, a arvore filogenética ideal consiste naquela que apresentar a menor quantidade de
mudancas evolutivas necessarias para explicar uma determinada matriz de caracteres, sendo

considerada a mais parcimoniosa (PENA, 2011).

2.3 O GENERO Cladosporium

O género Cladosporium (teleomorfo: Davidiella) foi descrito inicialmente por Link em 1816
e seu nome latino de origem grega, quer dizer “esporos em cadeia que formam ramos” (ALONSO,
2012). Este género pertence a familia Cladosporiaceae do Filo Ascomycota e tem Cladosporium
herbarum como sua espécie tipo (INDEX FUNGORUM, 2014). Anteriormente, o género estava
classificado dentro do Filo Deuteromycota, classe Hyphomycetes, ordem Moniliales e familia
Dematiaceae (OGOREK et al., 2012) e atualmente, esta inserido no Filo Ascomycota, Subfilo
Pezizomycotina, Classe Dothideomycetes, Subclasse Dothideomycetidae, Ordem Capnodiales e
Familia Cladosporiaceae (INDEX FUNGORUM, 2014).

Este € considerado um dos maiores géneros de Hyphomycetes, assim como um dos mais
heterogéneos. Prasil e de Hoog (1988), estimaram existir cerca de 540 espécies de Cladosporium,
mas publicacdes recentes contam com dados de mais de 772 nomes que abrangem variedades,
formas, espécies, subespécies, nomes de herbario (DUGAN et al., 2004). Um trabalho de Bensch et
al. (2012) é a revisdo de monografia mais recente do género, onde 0s autores apresentam uma chave
de identificacdo descrevendo 169 espécies. Esta heterogeneidade, possivelmente esta relacionada a

definicdo imprecisa e abrangente deste género na literatura, além da grande variabilidade
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morfolGgica apresentada pelas espécies e a ocorréncia de algumas espécies em uma grande
diversidade de substratos. Todos os tipos de Hyphomycetes dematiaceos, superficialmente
semelhantes e caracterizados pela presenca de conidios amero/fragmosporos formados em cadeias
acropetais tinham sido atribuidos a Cladosporium, criando certa dificuldade no estudo deste género
e sendo considerado pela Comisséo Internacional para a Taxonomia de Fungos como um género
que necessita urgente de revisdo (BENSCH et al., 2012).

Autores como De Vries (1952) e David (1997) conduziram um levantamento da histéria do
género, j& que descri¢des iniciais foram consideradas vagas e imprecisas (CORDA, 1837; FRIES,
1832). Esta pesquisa foi fundamental para dar inicio a revisfes a respeito de Cladosporium, tendo
as primeiras tentativas iniciadas por Crous et al. (2001). Em 2003, Braun realizou as primeiras
analises moleculares em Cladosporium s. lat. e confirmou a forte heterogeneidade do género. Além
disso, alguns autores publicaram revisdes recentes sobre Cladosporium herbarum s. Ilat.
(SCHUBERT et al., 2007), C. sphaerospermum s. lat. (ZALAR et al., 2007, DUGAN et al., 2008) e
C. cladosporioides s. lat. (Bensch, et al. 2010), demonstrando claramente que estes devem ser
considerados como complexos heterogéneos, do qual fazem parte uma grande diversidade de
espécies morfologicamente e geneticamente distintas (BENSCH et al., 2012).

Estes fungos sdo normalmente encontrados na fase conidial, enquanto seu estagio sexual
(Davidiella Crous e U. Brau) é raramente formado (OGOREK et al., 2012) tanto in vivo quanto in
vitro. Por exemplo, Bensch et al. (2010), ndo conseguiram induzir a formacédo do teleomorfo em
estudo realizado dentro do complexo C. cladosporioides. Estes anamorfos crescem moderadamente
rapido e caracterizam-se pela producdo de coldnias puntiformes a efusas, de coloragdo variando do
marrom-olivaceo a cinza-olivaceo de reverso preto e consisténcia aveludada, flocosa ou de aspecto
viloso. In vivo, o micélio de Cladosporium spp. € constantemente interno mas pode ser interno ou
externo e apresenta hifas de paredes finas e pigmentacdo levemente amarronzada, constantemente
septadas. A parede dessas hifas pode se tornar um pouco mais espessa devido a idade, mas estas
caracteristicas da hifa normalmente ndo possuem muito valor taxonémico (BENSCH et al., 2012;
OGOREK et al., 2012).

Os conidiéforos do género Cladosporium possuem forma cilindrica, subcilindrica ou
filiforme e sdo geralmente macronematosos, podendo ser micronematosos em alguns casos,
solitarios, normalmente retos ou flexuosos, ramificados ou ndo, apresentando paredes continuas ou
septadas. A ocorréncia e 0 numero de septos podem depender do comprimento do conidi6foro, o
qual varia de acordo com as condigdes de incubacdo ou cultivo, in vitro. J& a largura dos
conidioforos, geralmente, possui pouca variacdo. As células conidiogénicas sdo usualmente
terminais, integradas ou intercalares, apresentando forma cilindrica e com cicatrizes, algumas vezes

podem ser formadas a partir da diferenciagdo do conidiéforo. O crescimento simpodial dos
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conidiéforos com prolongamento regular pode dar origem a novas células conidiogénicas, como
ocorre em C. herbarum. Ja em espécies como C. cladosporioides e C. tenuissimum normalmente
ndo ha crescimento simpodial de conidiéforos e sem prolongamentos, assim, ocorrendo pouca
formacéo de células conidiogénicas (MENEZES, 2010; BENSCH, et al., 2012).

Todas as espécies do género Cladosporium sdo caracterizadas pela producao de conidios em
cadeias acropetais que podem ser simpodiais ou, frequentemente, ramificadas. Estes conidios
possuem forma altamente variavel, septados ou asseptados, podendo ser cilindricos, ovéides,
fusiformes, limoniformes ou elipsdides e formados em cadeia ou solitarios, o que é uma
caracteristica util na diferenciacdo de algumas espécies, mas ndo possui 0 mesmo valor na
diferenciacdo a nivel de género. Dentro das cadeias de conidios eles podem variar de tamanho e
forma da base ao apice, apresentando conidios intercalares muito pequenos e conidios terminais
ainda menores e sem septos (MENEZES, 2010; BENSCH et al., 2012). Em C. cladosporioides
estes conidios podem variar de 4 a 8 um, sendo asseptados ou com apenas um septo em col6nias in
vivo e de 3 a 6 um, asseptados em coldnias in vitro. A espécie C. tenuissimum apresenta conidios
variando de 3 a 10 um com 0-1 septo nas coldnias in vivo e 2.5 a 5 um, in vitro (BENSCH et al.,
2012).

Figura 2 - Conidios e conidiéforos de Cladosporium cladosporioides

Fonte: Bensch et al. (2010)
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Figura 3. Conidios e conidiéforos de Cladosporium tenuissimum

Fonte: Bensch et al. (2010)

Cladosporium possui distribuicdo cosmopolita e algumas de suas espécies estdo entre 0s
micro-organismos mais comuns encontrados na terra (DUGAN et al., 2004), podendo ser isolados
tanto do ar como de diversos outros substratos (ALONSO, 2012). Comumente encontrados em
todos os tipos de plantas, outros fungos e detritos, sdo frequentemente isolados do solo, alimentos,
tintas e matérias organicas, assim como, sdo bastante relatados como endofiticos (RIESEN;
SIEBER 1985, BROWN et al., 1998, EL-MORSY, 2000, NASCIMENTO et al., 2015). Aldana et
al. (2013), realizaram estudo sobre a relacdo entre fungos endofiticos e esporos presentes no ar e
relataram Cladosporium como o fungo endofitico mais frequente em gramineas, estando presente
também em quantidades elevadas no ar atmosférico. Além disso, espécies do género podem atuar
como invasores secundarios em lesdes de plantas causadas por fungos fitopatogénicos (ELLIS
1971, 1976), ocorrendo também como hiperparasitas em outros fungos (HEUCHERT et al., 2005).
Sao considerados importantes agentes na decomposicédo, deterioragdo e causadores de alergias no
homem e doencas em animais e plantas (ALCANTARA, 2012; VALENZUELA, 2001; ITAKO,
2009; BERNARDI, 2005), tornando-se de grande interesse para pesquisadores em uma ampla
variedade de &reas.

Devido a essa producdo de conidios muito pequenos que geralmente sdo formados em
cadeias ramificadas, estes sdo muito bem adaptados para dispersdo em grande numero por longas
distancias (BENSCH et al., 2012). Sendo assim, estes esporos sdo relatados por alguns autores
como o componente fungico mais comum encontrado no ar e frequentemente associados a alergias
pulmonares (FARR et al., 1989; MULLINS, 2000; HOOG et al., 2000; FLANNIGAN, 2001).
Zoppas et al. (2011), avaliaram num periodo de dois anos a distribuicdo de esporos de



Freire, K.T.L.S. - Caracterizacdo taxondmica de espécies do Complexo... 24

Cladosporium spp. no ar atmosférico da cidade de Caxias do Sul-RS e verificaram uma maior e
constante incidéncia de esporos deste fungo em relagdo aos outros. Infante et al. (1999),
conduziram um estudo comparativo da incidéncia de conidios deste fungo no ar de 5 cidades
espanholas e concluiram que Cladosporium esteve presente durante todo o ano entre 1993 e 1998
nas 5 cidades avaliadas.

A presenca constante desses esporos no ar justifica a capacidade deste fungo em
desencadear diversas doencas respiratrias e processos alérgicos. Em grandes quantidades podem
afetar gravemente pessoas asmaticas ou que ja apresentam problemas respiratérios (INFANTE,
1999; MENEZES, 2012). Resano et al. (1998), realizaram um estudo sobre a sensibilizacdo de
pacientes asmaticos ao género e consideraram Cladosporium como um dos aeroalérgenos fungicos
mais importantes, assim como, Sharpe et al. (2014), verificaram uma alta incidéncia de esporos de
Cladosporium, juntamente com o de outros fungos, ao estudarem a relacdo da diversidade de fungos
presentes no ar dentro de casa e a asma e observaram a associacdo de esporos do género com 0
aumento do risco de apresentar sintomas de asma.

Além disso, varias espécies de Cladosporium tém sido relatadas com capacidade de produzir
biomoléculas de interesse econdémico (FILHO et al., 2011; SILVA et al., 2011) como, por exemplo,
na producéo de enzimas extracelulares como a lipase, celulase e protease (BARBOSA et al., 2001),
inulinase (SOUZA-MOTTA et al., 2003) producdo de fenoloxidases, peroxidases, lacase (CLAUS;
FILIP, 1998; DONNISON et al., 2000), assim como, envolvidos na degradacdo de hidrocarbonetos
(DOBOS; PUIA, 2011). Bastos (2012) em estudo sobre a otimizacdo das condicGes de cultivo do
fungo C. cladosporioides na producdo de pectinases, verificou uma alta taxa de producdo desta

enzima pelo fungo, apresentando grande potencial para ser utilizado na industria alimenticia.

2.3.1. Complexo Cladosporium cladosporioides

Em 1952, De Vries discutiu o fato de C. cladosporioides ser considerado uma forma de C.
herbarum e comparou essas duas espécies. O pesquisador observou algumas diferencas
morfologicas como uma maior ramificacdo da cadeia de conidios, sendo menores, lisos e em
maiores quantidades na cadeia, e a presenca de conidioforos sem prolongamentos em C.
cladosporioides, o que foi suficiente para considera-lo como um taxon a parte. Nas Gltimas décadas,
0 nome C. cladosporioides esteve associado a varios taxons que hoje s@o considerados distintos,
fato que levou a necessidade de uma revisdo destes fungos inicialmente classificados com este
nome com a finalidade de esclarecer o status taxondmico destes (BENSCH et al., 2010). Por
exemplo, em estudo realizado por Bensch et al. (2010), uma analise multiloco do DNA (ITS, actina,

fator de alongamento da traducdo 1-a) complementada com andlises morfoldgicas, foi realizado
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com o intuito de elucidar a diversidade de espécies dentro do complexo C. cladosporioides,
definindo este como um complexo intrincado, do qual fazem parte muitas espécies saprobias e
fitopatogénicas. Esses autores delimitaram alguns caracteres fenotipicos como forma, largura,
comprimento, septacdo de conidios e conidioforos, comprimento e padrdes de ramificacdo das
cadeias de conidios e forma de hifas, largura e arranjo como sendo as mais importantes na distingdo
de espécies dentro do complexo, mas muitas foram consideradas morfologicamente idénticas e
distinguidas apenas através da combinacdo de dados morfologicos, biométricos e moleculares. Com
isso, concluiram que atualmente 39 espécies fazem parte deste complexo, dentre elas, as espécies
Cladosporium cladosporioides e C. tenuissimum.

2.3.1.1 Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries

Cladosporium cladosporioides é uma das espécies de fungos mais comuns, de ocorréncia
registrada em diversas partes do mundo. Algumas caracteristicas distintivas auxiliam na
identificacdo desta espécie, tais como, a presenca de conidioforos sem nddulos e conidios sem
septos ou com apenas um, com cicatriz proeminente e, principalmente, por apresentarem conidios
de forma elipsoidal ou limoniforme, além de coldnias com textura aveludada e coloracéo variando
de verde-oliva a marrom-esverdeado (SAMSON et al., 2000; PEREIRA et al., 2005). Este fungo ja
foi relatado em associacdo ao material vegetal em decomposi¢do, como invasor secundario em
folhas vivas, isolados do ar, solo, alimentos, entre outros (BENSCH et al., 2012). Geralmente est&o
relacionados com infecgdes cutaneas, oculares e nasais (VAILLANT, 1996).

Em trabalhos realizados por Bezerra et al. (2012, 2013) isolando micro-organismos endofiticos
das cactaceas Opuntia ficus-indica e Cereus jamacaru os autores relataram C. cladosporioides
como uma das espécies de fungo mais comumente encontradas. Além disso, este fungo tem sido
frequentemente associado a cafés de boa qualidade, o que tem estimulado interesse em relagdo ao
uso de C. cladosporioides como agente antagonista a fungos que comprometem a qualidade do café
(PEREIRA et al., 2001; OLIVEIRA et al.,, 2004). Provavelmente 0 mecanismo de acdo de
Cladosporium seria o consumo rapido da mucilagem presente no fruto do café, impedindo ou
amenizando o estabelecimento de outros fungos (PEREIRA et al., 2002).

Em plantaces, C. cladosporioides € produzido em baixa escala no combate a pulgdes (FARIA,;
MAGALHAES, 2001). Devido ao seu potencial no controle biolégico de insetos e de fungos
produtores de toxinas em grdos de café, Oliveira et al. (2004) identificaram e quantificaram a
distribuicdo desse fungo em amostras de solo, em frutos do café na arvore e em diferentes etapas do
processo de pos-colheita nas regides produtoras de Coffee arabica do estado da Bahia e obtiveram
como resultado uma maior ocorréncia desse fungo na regido oeste do estado, sendo encontrado em

100% das amostras de solo analisadas.
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Na biotecnologia, o fungo C. Cladosporioides também tem sido mencionado como um bom
produtor da enzima L-asparaginase, bastante utilizada como um agente antineoplasico no
tratamento contra o cancer, e de taxol, que € outro importante agente antitumoral (SARQUIS et al.,
2004; ALI et al., 1993, ZHANG et al., 2009). Além disso, sdo bastante relatados como produtores
de enzimas de grande interesse industrial como as proteases, amilases, inulinases e celulases
(SOUZA-MOTTA et al., 2003, SILVA et al., 2011).

2.3.1.2 Cladosporium tenuissimum Cooke

Cladosporium tenuissimum € um hifomiceto dematiaceo, saprofito, que ocorre especialmente
em areas tropicais e € encontrado em uma ampla gama de substratos, como na superficie das
plantas, no solo, no ar, pdo, madeira e também ja foi relatado como fungo endofitico (ELLIS, 1976,
MOREIRA, 2013). E um colonizador frequente do material vegetal morto e, além da superficie, é
comumente encontrado na rizosfera de espécies vegetais (FISHER; PETRINI, 1992).

Assante et al. (2004), estudaram o controle biolégico do fitopatogeno Uromyces
appendiculares, causador da ferrugem do feijdo, através do micoparasitismo por C. tenuissimum.
Este cresce dentro do esporo de U. appendiculares, preenchendo seu interior com micélio e
emergindo do esporo, formando conididforos e conidios. Batta (2004) descreveu o primeiro caso de
infeccdo de C. tenuissimum em frutos de pepino, mas outros estudos também mencionaram esta
espécie como patégeno oportunista em outras culturas como tomate, banana e melancia (NARAIN;
ROUT, 1981; PANDEY; GUPTA, 1983; NARAIN et al., 1985). Além disso, Fujii et al. (1995),
relataram C. tenuissimum como produtor de lactona responsavel por inibir o crescimento de
algumas plantas.

A espécie C. tenuissimum é comumente confundida e comparada com C. cladosporioides por
apresentar caracteristicas morfologicas muito semelhantes, mas um estudo mais detalhado realizado
por Bensch et al. (2010) mostrou que estas sdo duas espécies morfologicamente e geneticamente
distintas. Esta apresenta, in vitro, conidioforos solitarios, macronematosos e micronematosos
subnoduloso ou noduloso, conidios sem septos ou com apenas um de formato globoso, subgloboso,

limoniforme e coldnias variando de cinza olivaceo a oliva acinzentado.

2.4 COLECOES DE CULTURAS

Colecdes de cultura sdo centros de conservacdo de micro-organismos e importante fonte de
recursos bioldgicos. Estas tem como funcdo manter e preservar culturas relevantes para estudos
cientificos e aplicacOes biotecnologicas, tornando-os disponiveis para 0s usuarios interessados,

contribuindo assim para estudos da sistemética e biodiversidade mundial, além de permitir a
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conducdo de trabalhos cientificos, principalmente na &rea da biotecnologia (ABREU; TUTUNJI,
2003; SOUZA-MOTTA, 2012). Geralmente em estudos de revisdes e atualizacbes taxonémicas de
fungos, as culturas utilizadas estdo preservadas nesses centros.

A World Federation for Culture Collections (WFCC) conta com cerca de 650 colecGes
cadastradas no World Data Center for Microorganisms (WDCM). No Brasil, existem 43 ndcleos de
pesquisa registrados no WDCM, onde estima-se a manutencdo de mais de um milh&o de amostras,
representadas por 44% de fungos, 43% bactérias, 2% virus, 1% células vivas e 10% espécimes
como plasmideos, plantas, células animais e algas, contudo, apenas 16 destes centros fornecem

material para usudrios de outras instituigdes.

2.4.1 Micoteca URM

Fundada em 1954 pelo Prof. Augusto Chaves Batista, a Micoteca URM Maria Auxiliadora
Cavalcanti € uma colecdo brasileira de culturas de fungos, localizada no Departamento de
Micologia do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco.
Recentemente, a Micoteca se tornou a primeira colecdo de micro-organismos da América do Sul
com o Sistema de Gerenciamento da Qualidade baseado na ISO 9001:2008. Encontra-se registrada
no Commonwealth Mycological Institute (CMI) sob a sigla URM (University Recife Mycologia) e
é filiada ao World Federation for Culture Collections (WFCC) sob 0 N° 604. Das 653 colecdes de
70 paises cadastradas no WFCC, foi a 272 a receber um selo de qualidade.

Atualmente, o acervo da Micoteca possui um total de cerca de 25 mil cepas de fungos,
representado por uma grande diversidade de fungos pertencente aos filos Zygomycota (hoje
conhecido como Mucoromycotina), Ascomycota e Basidiomycota. Todas essas culturas estdo
disponiveis para a comunidade cientifica e outros interessados e encontram-se mantidas em
duplicata e identificadas a nivel de espécie, preservadas por pelo menos dois métodos. Além de
contar com o recebimento de amostras de fungos para compor o acervo, a Micoteca URM presta
servicos para pesquisadores e inddstrias de setores privados, atendendo a pedidos de fornecimento
de amostras, isolamento e identificacdo de culturas, preservando a biodiversidade de fungos
coletados, além de promover o treinamento de estudantes e profissionais na area de taxonomia e
preservacao, oferecendo também cursos de extensdo. (MICOTECA, 2014).

Os métodos de preservacdo utilizados em colegdes de culturas devem ser adequados para
fornecer uma analise fenotipica e genotipica satisfatéria das culturas armazenadas a longo prazo.
Estes devem assegurar a manutencdo da viabilidade, estabilidade e pureza das culturas, conservando
a0 maximo suas propriedades morfo/fisiologicas, impedindo ou minimizando a ocorréncia de
mutacdes que alterem suas caracteristicas (ABREU; TUTUNJI, 2003; SOLA, 2012). A escolha do


http://www.wfcc.info/
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método adequado depende da espécie de interesse, dos recursos disponiveis e do objetivo. Algumas
das técnicas usualmente empregadas para manutencdo de micro-organismos séo repiques seriados,
preservacdo em Oleo mineral, silica gel, solo, 4gua destilada e esterilizada, liofilizacdo, nitrogénio
liquido, ultracongelamento a -80°C (SOUZA-MOTTA, 2012; NAKASONE et al., 2004). As
amostras utilizadas neste estudo estdo preservadas na Micoteca URM pelos métodos de imersdo em

6leo mineral e liofilizacao.

2.4.1.1 Imers&o em 6leo mineral

Técnica simples e de facil manutencdo, a preservacdo em 6leo mineral pode garantir a
manutencdo de culturas por varios anos sob temperaturas de 5 - 20°C. Este método conta com a
aplicacdo de uma camada de 6leo esterilizado sobre as culturas, deixando-as submersas por cerca de
1 cm, com o intuito de diminuir a quantidade de oxigénio disponivel e, assim, reduzir a atividade
metabdlica dos microorganismos com conseqliente reducdo da taxa de multiplicacdo. Essa
quantidade de 6leo presente nos tubos deve ser verificada periodicamente, adicionado mais, se
necessario, para garantir que toda a cultura esteja encoberta. Autores afirmam que esta quantidade
de 6leo ndo deve ultrapassar os 10 mm, visto que, limita completamente o fornecimento de
oxigénio, inviabilizando as culturas (NAKASONE et al., 2004; SOLA et al., 2012).

Girao et al. (2004), avaliaram a viabilidade de cepas de Malassezia pachydermatis
preservada sob diferentes métodos e observaram a eficiéncia no uso desta técnica ao concluir que
houve uma melhora na viabilidade das estirpes conservadas sob 6leo mineral, provavelmente,
devido a capacidade de diminuir o metabolismo dos fungos e prevenir a desidratacdo do meio.

Apesar da reducdo na atividade metabdlica dos microorganismos armazenados, estes
continuam a crescer, podendo haver a selecdo de mutantes sob condicdes adversas, 0 que €
apontado como uma desvantagem desse método. Além da possibilidade de contaminacdo durante 0s
repiques e dificuldades com o manuseio e esterilizagdo do 6leo (NAKASONE et al., 2004; SOLA et
al., 2012).

A recuperacdo de culturas mantidas sob conservacdo em 0leo é feita através da transferéncia
de um fragmento do fungo para tubo com meio de cultura adequado. Nakasone et al. (2004)
sugerem que nessa transferéncia haja a drenagem total da camada de 6leo e, se necessario, seja
realizado mais de um repique para garantir que a nova cultura esteja totalmente livre de 6leo. Sendo
assim, esta técnica se apresenta tdo vantajosa quanto os repiques seriados, permitindo um tempo
ainda maior de conservagdo, assegurando a sobrevivéncia de fungos filamentos por um periodo de 1
até 5 anos (ABREU; TUTUNJI, 2003; SOLA et al., 2012).
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2.4.1.2 Liofilizagao

Considerado um método de preservacédo a longo prazo, é caracterizado pela desidratacdo das
células ou esporos viaveis por congelamento e a vacuo. Esta consiste na suspensao de esporos em
uma solugéo protetora que pode ser leite desnatado, glicose, sacarose, soro bovino, em seguida, esse
material é entdo distribuido em papel filtro no interior de ampolas de vidro onde serdo submetidas a
rapido congelamento sob condic¢Ges de vacuo e temperatura de -40°C a -50°C (PASSADOR, 2010;
GUIMARAES, 2011; SOLA et al., 2012).

Este processo de liofilizacdo nédo é apropriado para todos os fungos. Recomenda-se a selecdo
de fungos que produzem esporos de cerca de 10 mm ou menos de didmetro e em grandes
quantidades, pois esporos maiores tendem a colapsar durante o processo de liofilizacdo, causando
danos estruturais irreversiveis. Muitos esporos de tamanho apropriado também podem sofrer danos
no congelamento pela formacdo de cristais de gelo, assim, é recomendado que cada ampola
contenha uma boa quantidade de esporos viaveis (NAKASONE et al., 2004).

Apesar do custo na preparacdo das amostras e uso de equipamentos Onerosos para
desidratacdo do material, este método fornece algumas vantagens como baixa taxa de mutacdes e
contaminacdo, alta estabilidade das culturas pela diminuicdo na variacdo das linhagens devido ao
raro manuseio, além de ndo requerer muito espaco para armazenamento (PASSADOR, 2010;
GUIMARAES, 2011; SOLA et al., 2012).

3 MATERIAL E METODOS
3.1. CULTURAS DE FUNGOS

Foram utilizadas 40 culturas pertencentes a duas espécies do género Cladosporium (C.
cladosporioides e C. tenuissimum) preservadas ha Micoteca URM Maria Auxiliadora Calvalcanti da
Universidade Federal de Pernambuco, sob os métodos de imersdo em 6leo mineral e liofilizacéo
(Tabela 1).

Tabela 1 - Culturas de fungos do género Cladosporium depositadas na Micoteca URM da UFPE

Espécie N° de registro  Ano de depdsito Substrato
Cladosporium cladosporioides URMG6703 2012 Derme-musculo-esquelético
Cladosporium cladosporioides URM®6511 2012 Endofitico
Cladosporium cladosporioides URM®6502 2011 Solo de Sistema Agroflorestal
Cladosporium cladosporioides URM®6246 2010 Solo de Mata Atlantica
Cladosporium cladosporioides URM®6119 2009 Ar
Cladosporium cladosporioides URM®6084 2009 Calotropis procera
Cladosporium cladosporioides URMb5843 2008 Solo

Cladosporium cladosporioides URM5737 2008 Agua
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Cladosporium cladosporioides URMS5736 2008 Agua
Cladosporium cladosporioides URMb5448 2007 Solo
Cladosporium cladosporioides URMb5379 2006 Agua
Cladosporium cladosporioides URMb5349 2006 Borreria verticillata
Cladosporium cladosporioides URMb5236 2006 Cavidade oral do sagui
Cladosporium cladosporioides URM4837 2004 Jardim de fungo de salva
Cladosporium cladosporioides URM4693 2003 Solo
Cladosporium cladosporioides URM4465 2002 Solo de praia
Cladosporium cladosporioides URMA4168 1999 Rizosfera de Girassol
Cladosporium cladosporioides URM4096 - Solo
Cladosporium cladosporioides URM4030 1998 Folha
Cladosporium cladosporioides URM3865 1997 Residuo de acerola
Cladosporium cladosporioides URM3752 1997 Solo
Cladosporium cladosporioides URM3654 1996 Lesdo cariosa
Cladosporium cladosporioides URM3503 1994 Rizosfera
Cladosporium cladosporioides URM3436 1994 Aveia beneficiada
Cladosporium cladosporioides URM3386 1994 Aveia beneficiada
Cladosporium cladosporioides URM3204 1990 Cromomicose
Cladosporium cladosporioides URM3175 1990 Oleo de BabagU
Cladosporium cladosporioides URM3107 1989 Folha
Cladosporium cladosporioides URM3101 1989 Folha
Cladosporium cladosporioides URM3080 1989 Cola pléstica
Cladosporium cladosporioides URM2830 1985 Dioscorea sp.
Cladosporium cladosporioides URM2567 1980 Psidium guajava
Cladosporium tenuissimum URM5632 2007 Sementes de mamona
Cladosporium tenuissimum URM4686 2003 Goma de Mandioca
Cladosporium tenuissimum URM4032 1998 Casca de arvore
Cladosporium tenuissimum URM3721 1996 Agua
Cladosporium tenuissimum URM3387 1994 Aveia beneficiada
Cladosporium tenuissimum URM3176 1990 Oleo de Babagu
Cladosporium tenuissimum URM2972 1988 Solo marinho
Cladosporium tenuissimum URM2942 1988 Rizosfera de tomate

3.2. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Para analise das caracteristicas macroscopicas das colbnias, as culturas foram cultivadas em
meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar), MEA (Agar Extrato de Malte), SNA (Agar
Synthetic Nutrient-poor) e AO (Agar Aveia) através de indculo central e incubadas por 14 dias a
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25°C no escuro; em seguida, foi mensurado o didmetro das colbnias e avaliadas a superficie e cores
do Verso e reverso.

As caracteristicas microscopicas foram observadas em microscopia de luz a partir de
culturas de Cladosporium cultivadas em meio de cultura SNA e BDA. Um cubo de cada meio de
cultura foi colocado sobre uma lamina contida em placa de Petri esterilizada, onde o fungo foi
repicado nos quatro lados do cubo de Agar e, em seguida, recoberto com uma laminula e mantidos
por 7 dias a 25°C sob UVA continua. Uma porcdo de algoddao embebido em agua destilada
esterilizada foi colocada dentro da placa a fim de evitar a dessecagdo do meio de cultura durante o
crescimento fangico. Apos o crescimento, as laminulas foram retiradas e colocadas sobre uma nova
lamina contendo &cido latico (85-90%), analisadas e mensuradas aproximadamente 30 estruturas de

cada fungo entre conidios, conidi6foros e ramoconidios e, em seguida, fotografadas.

3.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR

Sequéncias parciais de genes foram determinadas como descrito por Crous et al. (2006) e
Schubert et al. (2007) para a actina (ACT), fator de alongamento da tradugéo 1-a (TEF), e parte do
rDNA operon nuclear que mede a extremidade 3 'do gene 18S rRNA, o primeiro espacador interno
transcrito, o gene 5.8S rRNA, o segundo espacador interno transcrito e a extremidade 5 'do gene de
rRNA 28S (ITS). A extracdo e amplificagdo de fragmentos do DNA foram realizadas no
Laboratdrio de Biologia Molecular do Departamento de Micologia, CCB, UFPE.

3.3.1 Obtengdo do micélio e extragdo do DNA

A biomassa dos isolados foi obtida a partir dos cultivos realizados em meio de cultura
extrato de malte (MEA) liquido contido em frascos de Erlenmeyer e mantidos a tempertura
ambiente por até sete dias. Em seguida, todo micélio foi retirado do frasco de Erlenmeyer com o
auxilio de uma alca de platina, sendo o material transferido para microtubos de 2 ml com tampa de
rosca, acrescidos de 0,59 de contas de vidro (glass beads) com dois diametros diferentes na
proporcdo de 1:1 (acid-washed, 150-212um and 425-600um; Sigma, U.S. sieve). O material foi
entdo triturado por agitacdo em alta velocidade em um FastPrep. A extracdo do DNA gendmico foi
realizada utilizando o kit de extragdo UltraCleanTM Microbial DNA Isolation Kit (Mo Bio
Laboratories, Inc., Solana Beach, CA, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.3.2 Amplificacédo e sequenciamento das regides ITS do rDNA, ACT (actina) e do fator de
alongamento da traducéo tefl

A regido ITS1-5.85-1TS2 do rDNA foi amplificada utilizado os primers ITS1 (5°-
TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3°) e ITS4 (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-37),
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segundo White et al. (1990). A amplificacdo parcial do gene da actina foi realizada utilizando o par
de primers  ACT 512F (ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC) e ACT  783R
(TACGAGTCCTTCTGGCCCAT). Para amplificacdo do fator de alongamento da traducao (tefl)
foram usados o0s primers EF1-728F (CATCGAGAAGTTCGAGAAGG) e EF1-986R
(TACTTGAAGGAACCCTTACC) (O'DONNELL et al. 1998). As reacfes de PCR foram
realizadas em Termociclador Axygen num volume total de solucdo de 25ul contendo 2,5ul de
Tampao da taq (10x), 0,2ul de MgCL;, (25uM), 0,5 de dNTP (10mM), 2ul de cada primer (5mM),
0,2ul de Taq polimerase (5U/ul), 12,6l de H,O miliQ, 5ul de DNA (5ng/pl) e as condigdes de
amplificagdo foram definidas com uma desnaturacdo inicial de temperatura de 94°C durante 5
minutos, seguido de 40 ciclos de temperatura de desnaturacdo de 94°C durante 45 segundos,
hibridacdo do primer a 48°C (52°C durante TEF e ACT) durante 30 segundos, a extensdo do primer
a 72°C durante 90 segundos e uma etapa de extensdo final a 72°C durante 6 minutos.

Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1%,
corados com GelRed® e visualizados sob luz UV utilizando-se marcador de peso molecular 1kb
plus. Os produtos obtidos da amplificacdo foram purificados utilizando o “PureLink PCR
Purification Kit” (Invitrogen®) e encaminhados para Plataforma de Sequenciamento do

Laboratorio Central do Centro de Ciéncias Biologicas da UFPE.

3.3.3 Alinhamento das sequéncias e analise filogenética

Os cromatogramas do sequenciamento foram analisados para auxiliar na edicdo manual das
sequéncias. Ap6s a edicdo, todas as sequéncias foram utilizadas para busca das mais similares
depositadas no GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn (Bésic Local Alignment Search Tool).
As sequéncias experimentais foram entdo alinhadas em conjunto com as recuperadas da base de
dados utilizando o programa Clustal X (LARKIN et al., 2007). Os alinhamentos foram
posteriormente editados manualmente, utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999). Arvores
filogenéticas foram construidas através do método de neighbor joining (NJ), méaxima
verossimilhanga (MV) e maxima parciménia (MP), com 5000 reamostragens de bootstrap
utilizando o programa PAUP versdo 4 (SWOFFORD, 2003). A construcdo da &rvore por maxima
verossimilhanca foi realizada usando o modelo de substitui¢cdo nucleotidica obtido pelo ModelTest
3.7 (POSADA; CRANDALL, 1998). As sequéncias recuperadas do GenBank para o Complexo

Cladosporium cladosporioides podem ser visualizadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Namero de acesso as sequéncias de nucleotideos das espécies do Complexo Cladosporium cladosporioides
depositadas no GenBank e utilizadas neste estudo. Regides ITS (Internal Transcribed Spacer), TEF (translation
elongation factor 1-alpha) e ACT (partial actin gene)

Espécie NP° de acesso a cultura N° de acesso no GenBank Referéncia
ITS TEF ACT
C. cladosporioides CBS 112388 HM148003 HM148244  HM148490 Bensch et al. 2012
C. tenuissimum CBS 125995 HM148197 HM148442  HM148687  Bensch et al. 2012
C. grevilleae CBS 114271 JF770450 JF770472 JF770473 Bensch et al. 2012
C. perangustum CBS 125996 HM148121  HM148365 HM148610  Bensch et al. 2012
C. flabelliforme CBS 126345 HM148092 HM148336  HM148581  Bensch et al. 2012
C. exasperatum CBS 125986 HM148090 HM148334  HM148579  Bensch et al. 2012
C. scabrellum CBS 126358 HM148195 HM148440 HM148685  Bensch et al. 2012
C. chalastosporoides CBS 125985 HM148001 HM148242 HM148488 Bensch et al. 2012
C. hillianum CBS 125988 HM148097 HM148341  HM148586  Bensch et al. 2012
C. exile CBS 125987 HM148091 HM148335 HM148580 Bensch et al. 2012
C. paracladosporioides CBS 171.54 HM148120 HM148364  HM148609 Bensch et al. 2012
C. varians CBS 126362 HM148224  HM148470  HM148715  Bensch et al. 2012
C. globisporum CBS 812.96 HM148096  HM148340 HM148585  Bensch et al. 2012
C. iranicum CBS 126346 HM148110 HM148354  HM148599  Bensch et al. 2012
C. phyllophilum CBS 125992 HM148154  HM148398 HM148643  Bensch et al. 2012
C. licheniphilum CBS 125990 HM148111  HM148355  HM148600  Bensch et al. 2012
C. phyllactiniicola CBS 126355 HM148153  HM148397  HM148642  Bensch et al. 2012
C. asperulatum CBS 126340 HM147998 HM148239 HM148485 Bensch et al. 2012
C. myrtacearum CBS 126350 HM148117 HM148361 HM148606 Bensch et al. 2012
C. pini-ponderosae CBS 124456 FJ936160 FJ936164 FJ936167 Bensch et al. 2012
C. chubutense CBS 124457 FJ936158 FJ936161 FJ936165 Bensch et al. 2012
C. colombiae CBS 274.80B FJ936159 FJ936163 FJ936166 Bensch et al. 2012
C. lycoperdinum CBS 574.78C HM148115 HM148359 HM148604 Bensch et al. 2012
C. delicatulum CBS 126344 HM148081  HM148325 HM148570  Bensch et al. 2012
C. silenes CBS 109082 EF679354 EF679429 EF679506 Bensch et al. 2012
C. acalyphae CBS 125982 HM147994  HM148235 HM148481  Bensch et al. 2012
C. inversicolor CBS 401.80 HM148101  HM148345 JF770473 Bensch et al. 2012
C. rectoides CBS 125994 HM148193 HM148438 HM148610  Bensch et al. 2012
C. xylophilum CBS 125997 HM148230 JF770472 HM148581  Bensch et al. 2012
C. angustisporum CBS 125983 HM147995 HM148365 HM148579 Bensch et al. 2012
C. cucumerinum CBS 171.52 HM148072 HM148336 HM148685 Bensch et al. 2012
C. subuliforme CBS 126500 HM148196 HM148334  HM148488 Bensch et al. 2012
C. colocasiae CBS 386.64 HM148067 HM148440 HM 148586 Bensch et al. 2012
C. funiculosum CBS 122129 HM148094 HM148242 HM148580 Bensch et al. 2012
C. pseudocladosporioides CBS 125993 HM148158 HM148341 HM148609 Bensch et al. 2012
C. gamsianum CBS 125989 HM148095 HM148335 HM148715  Bensch et al. 2012
C. verrucocladosporioides CBS 126363 HM148226 HM148364 HM148585 Bensch et al. 2012
C. australiense CBS 125984 HM147999  HM148470 HM148599  Bensch et al. 2012
C. phaeocomae CBS 128769 JF499837 HM148340 HM148643  Bensch et al. 2012
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4 RESULTADOS E DISCUSAO
4.1 CARACTERIZACAO MACROSCOPICA

Morfologicamente, as 40 culturas de fungos do género Cladosporium apresentaram, apos 14
dias de crescimento em meio de cultura BDA, SNA, OA e MEA a 25°C no escuro, as seguintes

caracteristicas macroscopicas:
4.1.1 Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries

Caracteristicas da cultura: Em meio de cultura BDA, as col6nias de Cladosporium variaram de
1,4 a 7,5 cm de diametro, apresentando no anverso coloracao acinzentada, olivacea, cinza olivacea
ou oliva acinzentada. Reverso variando de olivaceo para preto, cinza para preto, oliva ou raramente
amarelado, de consisténcia velutinea para flocosa, apresentando margem regular ou raramente
irregular de coloragdo eshbranquicada, amarelada ou acinzentada. Micélio aéreo muito baixo ou
abundantemente formado, podendo ocupar toda a superficie da colénia ou localizado apenas no
centro. Normalmente as coldnias ndo apresentaram exsudatos proeminentes (Figura 5). Resultados
semelhantes foram encontrados por Bensch et al. (2010) ao caracterizar morfologicamente C.
colocasiae, uma espécie pertencente ao mesmo Complexo Cladosporium cladosporioides, que
verificaram o crescimento micelial médio de 5-7 cm de diametro apds 14 dias em meio BDA e
coloracdo também variando de oliva a oliva acinzentado. De acordo com Ogorek et al. (2012),
espécies de Cladosporium crescem moderadamente rapido em meio de cultura BDA a temperatura
de 25°C e apresentam as caracteristicas normalmente observadas para o género como a formacéo de
coldnias de consisténcia velutinea e coloracdo verde olivacea e de reverso preto. Os pesquisadores
também observaram que a maioria das espécies nao cresce em temperaturas acima de 35°C.

As colbnias crescidas em meio de cultura MEA apresentaram didmetro variando entre 1,8 e
7,9 cm, de coloracdo acinzentada ou olivacea, muitas vezes oliva acinzentada, branco acinzentada
de reverso olivaceo para preto ou cinza para preto. A margem da coldnia exibiu forma normalmente
regular, podendo ser pouco irregular e de coloracdo acinzentada, olivacea e esbranquigada, exibindo
consisténcia velutinea para flocosa. O micélio aéreo foi frequentemente muito baixo, mas podendo
ser abundante e ocupando toda colonia, apresentando pouca formacdo de exsudatos (Figura 6).
Ogorek et al. (2012) avaliaram o crescimento de Cladosporium herbarum em MEA a 20°C apés 10
dias e observaram que o didmetro das col6nias variou de 3 a 7 cm exibindo coloragdo verde
olivaceo a marrom olivaceo de consisténcia velutinea e reverso apresentando coloracdo oliva para
preto.

Colbnias em SNA frequentemente hialinas, podendo apresentar coloracdo olivacea ou

amarronzada no centro, variando de 2,3 a 6,8 cm de didmetro. Verso da coldnia hialino, olivaceo ou
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amarronzado no centro, de margem regular e, as vezes, muito irregular com micélio aéreo muito
baixo, sem formacdo de exsudatos. Coldnias apresentaram consisténcia velutinea, ocasionalmente
flocosa (Figura 7).

Colonias em OA variando de 1,6 a 7,0 cm de didametro, cinza chumbo, branco acinzentada,
oliva acinzentada ou apenas olivacea. Verso oliva para preto ou cinza para preto. Margem
comumente regular, podendo ser pouco irregular e de coloracdo olivacea e raramente preta. Houve a
formacdo de pouco exsudato em apenas uma col6nia e micélio aéreo frequentemente muito baixo
ou abundante por toda superficie da coldnia, de consisténcia velutinea para flocosa (Figura 8).

Em estudo realizado com outra espécie do género, Menezes (2012) analisou as
caracteristicas macroscopicas de culturas de Cladosporium carrionii apds um periodo de 10 a 30
dias em meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose a 28°C e observou a formacao de coldnias de
coloracdo verde oliva, verde acinzentada ou lavanda e reverso apresentando coloracdo verde-

azeviche.

4.1.2 Cladosporium tenuissimum Cooke

Caracteristicas da cultura: Coldnias em BDA variando de 1,5 a 8,0 cm de didmetro, coloracdo
cinza olivacea ou oliva acinzentada, amarelada ou acinzentada de verso oliva para preto, cinza para
preto ou apenas olivacea. Colbnias de consisténcia velutinea para flocosa com micélio aéreo muito
baixo e margem regular a pouco irregular de coloragdo esbranquicada, apresentando pouco ou
muitos exsudatos proeminentes (Figura 5 — I;J). Bensch et al. (2012), também analisaram a espécie
C. tenuissimum crescendo em meio de cultura BDA e observaram o crescimento da coldnia de até
8,4 cm de diametro apds 14 dias, apresentando coldnias de coloracdo cinza olivacea ou olivacea
para cinza e reverso cinza chumbo para preto olivaceo, micélio aéreo abundante e alto, sem
exsudatos proeminentes.

Colbnias em MEA apresentaram crescimento micelial de 1,5 a 7,9 cm de diametro, cinza
olivacea, branco acinzentada ou apenas acinzentada e verso cinza para preto ou oliva para preto.
Margem da col6nia normalmente regular, podendo ser pouco irregular de coloracao esbranquicada,
acinzentada ou olivacea. Consisténcia frequentemente velutinea, as vezes velutinea para flocosa,
micélio aéreo muito baixo e poucas vezes abundante, sem formacédo de exsudatos (Figura 6 — I;J).
Bensch et al. (2010) ao analisar macroscopicamente isolados da espécie C. tenuissimum verificaram
0 crescimento das colonias de até 8 cm para os fungos inoculados em MEA apds 14 dias de
incubacdo. Oliveira et al. (2014) isolaram duas espécies de Cladosporium como fungo endofitico

pertencentes a0 Complexo Cladosporium sphaerospermum e caracterizaram morfologicamente.
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Cladosporium halotolerans e C. dominicanum foram cultivados em MEA por 14 dias a 25°C e
apresentaram crescimento médio da colénia de 5,9 cm e coloracdo verde escura acinzentada
amarelada a verde escura e verso verde escuro e 3,4 cm de didmetro, verde escura, de consisténcia
velutinea e verso cinza escuro, respectivamente.

Col6nias em SNA hialinas, podendo apresentar coloracdo olivdcea ou amarronzada no
centro, verso oliva para preto ou hialino com centro olivaceo ou amarronzado de margem regular e
micélio aéreo muito baixo conferindo a coldénia uma consisténcia velutinea, sem formacgdo de
exsudatos, variando de 1,2 a 6,8 cm de didametro (Figura 7 — 1;J).

Colbnias em OA variando de 1,4 a 6,7 cm de didmetro, com 0 anverso apresentando
coloracdo olivacea, acinzentada, branco acinzentada e cinza-preto de verso oliva-preto, cinza-preto
ou amarronzado. Margem regular a irregular de coloracdo olivacea, amarelada ou esbranquicada,

micélio aéreo muito baixo e sem formacéo de exsudatos (Figura 8 — 1;J).
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Figura 4 - Caracteristicas macroscdpicas de Cladosporium cladosporioides em BDA. A. URM 2567; B. URM 4837; C.
URM 3386; D. URM 3865; E. URM 5349; F. URM 5448; G. URM 6119; H. URM 6246. Caracteristicas macroscopicas de
Cladosporium tenuissimum em BDA. I. URM 4686; J. URM 5632

Fonte: Autoria propria
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Figura 5 - Caracteristicas macroscopicas de Cladosporium cladosporioides em MEA. A. URM 4837; B. URM 6246; C. URM
4168; D. URM 3101; E. URM 4096; F. URM 5736; G. URM 6502; H. URM 3386. Caracteristicas macroscopicas de
Cladosporium tenuissimum. I. URM 5632; J. URM 4032

Fonte: Autoria prépria
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Figura 6 - Caracteristicas macroscopicas de Cladosporium cladosporioides em SNA. A. URM 4030; B. URM 3175; C.
URM 3204; D. URM 3654; E. URM 4168; F. URM 5736; G. URM 5737; H. URM 5843. Caracteristicas macroscopicas
de Cladosporium tenuissimum. I. URM 4686; J. URM 2972

Fonte: Autoria propria
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Figura 7 - Caracteristicas macroscopicas de Cladosporium cladosporioides em OA. A. URM 4837; B. URM 6246; C. URM
3101; D. URM 3107; E. URM 3865; F. URM 4168; G. URM 5737; H. URM 6502. Caracteristicas macroscopicas de
Cladosporium tenuissimum. I. URM 5632; J. URM 3176

Fonte: Autoria propria
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Tabela 3 - Caracteristicas macroscopicas das culturas de Cladosporium em meio BDA e MEA
URM BDA MEA
Diametro Cor Textura Diametro Cor Textura
(cm) (cm)

URM 6703 57 Cinza/oliva Velutinea/flocosa 49 Cinza/oliva Velutinea
URM 6511 3,4 Oliva Velutinea 3,5 Oliva Velutinea
URM 6502 6,7 Cinza/oliva Velutinea 6,9 Olivalcinza Velutinea/flocosa
URM 6246 6,6 Cinza/oliva Veutinea 7,9 Acinzentada Velutinea/flocosa
URM 6119 7,0 Cinza/oliva Velutinea 7,8 Acinzentada Velutinea/flocosa
URM 6084 4,7 Oliva/cinza Velutinea 4,8 Cinza/preto Velutinea/flocosa
URM 5843 2,2 Cinza chumbo Velutinea/flocosa 7,0 Acinzentada Velutinea/flocosa
URM 5737 7,1 Oliva/cinza Flocosa 6,5 Oliva/cinza Flocosa
URM 5736 6,7 Oliva/cinza Flocosa 7,7 Oliva/cinza Flocosa
URM 5448 6,8 Oliva Velutinea 7,3 Cinza/oliva Velutinea
URM 5379 3,3 Cinza/oliva Velutina 3,5 Cinza/oliva Velutinea/flocosa
URM 5349 6,6 Cinza/oliva Flocosa 7,0 Cinza/oliva Flocosa
URM 5236 59 Cinza/oliva Flocosa 6,2 Cinza/oliva Flocosa
URM 4837 7,3 Acinzentada Velutinea 6,8 Acinzentada Velutinea
URM 4693 75 Branco/cinza Velutinea 7,5 Acinzentada Flocosa
URM 4465 4,8 Oliva/cinza Velutinea 55 Oliva Velutinea
URM 4168 7,3 Acinzentada Velutinea/ flocosa 7,0 Acinzentada Flocosa
URM 4096 3,7 Oliva/cinza Velutinea/flocosa 3,8 Oliva Velutinea
URM 4030 4,5 Oliva/cinza Velutinea/flocosa 6,5 Oliva/cinza Velutinea/flocosa
URM 3865 7,0 Oliva/cinza Velutinea/flocosa 7,8 Cinza/oliva Flocosa
URM 3752 53 Acinzentada Flocosa 3,5 Oliva/cinza Velutinea
URM 3654 6,5 Oliva/cinza Velutinea/flocosa 7,7 Oliva/cinza Flocosa
URM 3503 3,2 Amarronzada Flocosa 30 Acinzentada Flocosa
URM 3436 51 Oliva/preto Velutinea/flocosa 55 Oliva/cinza Velutinea/flocosa
URM 3386 6,5 Cinza/oliva Flocosa 6,8 Acinzentada Flocosa
URM 3204 15 Cinza chumbo Velutinea 1,8 Oliva/cinza Velutinea
URM 3175 2.0 Oliva Velutinea 2,7 Oliva/cinza Velutinea
URM 3107 1,4 Oliva/cinza Velutinea 4,3 Cinza/oliva Velutinea
URM 3101 7,3 Cinza/oliva Velutinea 6,2 Cinza/oliva Velutinea
URM 3080 4,1 Oliva/cinza Velutinea 4,1 Acinzentada Velutinea/flocosa
URM 2830 6,8 Cinza/oliva Velutinea/flocosa 6,5 Oliva Velutinea/flocosa
URM 2567 6,7 Cinza/oliva Velutinea 7,0 Cinza/oliva Velutinea/flocosa
URM 5632 8,0 Cinza/oliva Velutinea/flocosa 7,9 Oliva Velutinea/flocosa
URM 4686 6,3 Cinza/oliva Velitinea/flocosa 6,5 Cinza/oliva Flocosa
URM 4032 3,5 Oliva Velutinea 3,9 Oliva Velutinea
URM 3721 4,0 Oliva/cinza Velutinea/flocosa 3,8 Cinza/oliva Velutinea
URM 3387 15 Acinzentada Velutinea 15 Cinza/oliva Velutinea/crostosa
URM 3176 58 Acinzentada Flocosa 6,4 Acinzentada Velutinea
URM 2972 4,5 Oliva Velutinea 4,5 Acinzentada Velutinea
URM 2942 2,5 Oliva/cinza Velutinea 5,6 Cinza/oliva Velutinea/flocosa

Tabela 4 - Caracteristicas macroscépicas das culturas de Cladosporium em meio OA e SNA

URM OA SNA
Diametro Cor Textura Diametro Cor Textura
(cm) (cm)

URM 6703 6,0 Oliva Velutinea/flocosa 48 Hialina/amarronzado Velutinea/flocosa
URM 6511 3,3 Oliva Velutinea 2,6 Oliva/cinza Velutinea
URM 6502 6,2 Cinza/Oliva Flocosa 55 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 6246 6,3 Oliva Velutinea/flocosa 57 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 6119 6,4 Cinza/oliva Flocosa 6,8 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 6084 55 Acinzentada Velutinea 4,0 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 5843 4,5 Cinza/preto Velutinea 59 Hialina/amarronzado Velutinea
URM 5737 6,5 Oliva/cinza Velutinea/Flocosa 6,7 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 5736 6,5 Cinza/Oliva Velutinea/Flocosa 6,8 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 5448 6,2 Acinzentada Velutinea/flocosa 55 Hialina/centro oliva Velutinea/flocosa
URM 5379 34 Cinza/oliva Velutinea/flocosa 3,0 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 5349 6,3 Cinza/oliva Flocosa 55 Hialina/amarronzado Velutinea
URM 5236 6,8 Cinza/ oliva Velutinea/flocosa 5,2 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 4837 53 Acinzentada Velutinea/flocosa 4,0 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 4693 7,0 Cinza/oliva Velutinea/flocosa 5,9 Hialina/amarronzado Velutinea
URM 4465 4,8 Oliva Velutinea 2,7 Oliva Velutinea
URM 4168 6,5 Cinza/oliva Velutinea/flocosa 6,2 Hialina/amarronzado Velutinea



Freire, K.T.L.S. - Caracterizacdo taxondmica de espécies do Complexo... 42
URM 4096 3,8 Cinza chumbo Velutinea/flocosa 2,7 Oliva/amarronzado Velutinea
URM 4030 6,5 Cinza/oliva Flocosa 58 Hialina/amarronzado Velutinea
URM 3865 6,6 Cinza/oliva Flocosa 57 Hialina/centro oliva Velutinea/flocosa
URM 3752 6,0 Cinza/oliva Flocosa 6,0 Hialina/centro oliva Velutinea/flocosa
URM 3654 6,0 Cinza/Oliva Velutinea 6,0 Hialina/amarronzado Velutinea
URM 3503 2,6 Cinza/oliva Flocosa 3,0 Hialina/oliva Velutinea
URM 3436 6,3 Cinza/oliva Flocosa 6,0 Hialina/amarronzado Velutinea
URM 3386 5,6 Oliva Velutinea 55 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 3204 1,6 Preto/oliva Velutinea/flocosa 2,3 Olva/cinza Velutinea/flocosa
URM 3175 2,6 Preto/cinza Velutinea 3,1 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 3107 57 Cinza/Oliva Velutinea 4,6 Hialina/centro oliva Velutinea/flocosa
URM 3101 6,5 Cinza/oliva Velutinea/flocosa 4,9 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 3080 3,8 Cinza/oliva Velutinea/flocosa 3,9 Oliva Velutinea/flocosa
URM 2830 6,5 Cinza/oliva Velutinea/flocosa 5,2 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 2567 6,0 Oliva/cinza Velutinea 5,6 Hialina/amarronzado Velutinea
URM 5632 6,7 Oliva Velutinea 54 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 4686 6,3 Cinza/oliva Velutinea 6,8 Hialina/amarronzado Velutinea
URM 4032 3,0 Oliva Velutinea 2,7 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 3721 3,8 Oliva Velutinea/flocosa 3,2 Olivalcinza Velutinea
URM 3387 1,4 Cinza/preto Velutinea 1,2 Oliva/preto Velutinea
URM 3176 5,0 Acinzentada Flocosa 4,6 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 2972 6,4 Acinzentada Velutinea/flocosa 5,8 Hialina/centro oliva Velutinea
URM 2942 54 Acinzentada Velutinea/flocosa 5,8 Hialina/amarronzado Velutinea

4.2 CARACTERIZACAO MICROSCOPICA

As culturas de fungos mantidas a 25°C sob luz UVA continua em meio de cultura BDA e
SNA por 7 dias, foram avaliadas quanto as caracteristicas microscopicas como forma, comprimento
e largura de conidios, presenca de conidi6foros macronematosos e micronematosos, ramoconidios,

coloracdo, largura e septacdo das hifas.

4.2.1 Cladosporium cladosporioides

As culturas de C. cladosporioides crescidas em meio de cultura BDA, apresentaram hifas
frequentemente septadas e numerosos conidios em cadeias, com cicatriz proeminente, de
comprimento variando de (1) 2.2-8um x 2-3um de largura exibindo forma globosa, elipsoide e,
frequentemente, limoniforme, e auséncia de septos. Os ramoconidios e ramoconidios secundarios
apresentaram de 0-1 septo e tamanho variando de 7-24pum x 1-3um. Presenca de conidiéforos
macronematosos e micronematosos, originando-se lateralmente a hifa e de coloragdo marrom a
levemente olivacea. Conidioforos macronematosos ndo ramificados de comprimento variando entre
17-110um e 1-2um de largura e micronematosos curtos, estreitos, ndo ramificados, variando de 11-
17um x 2-2.5um (Figura 9). Para a espécie C. halotolerans, Oliveira et al. (2014) observaram o
crescimento de conidioforos eretos, terminais ou laterais, oliva para marrom, septados, lisos e
ramificados de tamanho variando de 10-77.5 x 2.5-5 um, conidios formados em cadeia, nao
septados, de forma globosa, subglobosa e a maioria limoniforme, de comprimento e largura
variando de 1.25-3.75 x2.5-3.75 um, ap6s 14 dias em meio BDA a 25°C. Ogorek et al. (2012)
analisaram as caracteristicas microscopicas de isolados de C. cladosporioides cultivados em BDA

por 10 dias em MEA a 20°C e verificaram a presenca de conidioforos longos atingindo até 350 um
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X 2-6 um, apresentando ramos com iniimeras cadeias de conidios de forma elipsoidal a limoniforme

e parede lisa.

Em meio de cultura SNA, assim como em BDA, as hifas se apresentaram frequentemente
septadas de coloracdo levemente amarronzada para oliva, originando conidioforos septados
macronematosos e micronematosos, ramificados ou ndo. Os conidios foram formados em cadeias e
apresentaram forma globosa, elipsoide, limoniforme, sem septos, variando em comprimento e
largura de 3-7um x 1-2um, com cicatriz proeminente e formados em grandes quantidades. Os
conidiéforos macronematosos variaram de 47-165um X 2-2.6um e micronematosos de
comprimento entre 16-18um x 1-2um de largura. Ramoconidios e ramoconidios secundarios
apresentaram de 0-1 septo e comprimento de 8-19um x 1-3um de largura (Figura 9). De acordo
com Schubert et al. (2007), C. cladosporioides ¢ morfologicamente comparavel a algumas espécies
pertencentes ao Complexo Cladosporium herbarum, mas desvia-se em ter conidiéforos e conidios

geralmente lisos, com os conidios sendo principalmente asseptados.

4.2.2 Cladosporium tenuissimum

Os fungos pertencentes a espécie C. tenuissimum e cultivados em meio de cultura BDA,
exibiram conidios numerosos formados em cadeia com cicatriz evidente, de tamanho variado e
comumente sem septos. Estes conidios variaram de 4 — 7um de comprimento a 2 — 2.5um de
largura, e apresentaram forma elipsoide, limoniforme a globosa. As hifas frequentemente septadas
apresentaram pigmento marrom esverdeado e originaram conidiéforos macronematosos e
micronematosos, ocasionalmente ramificados, apresentando septos ou ndo. Os conidiéforos
macronematosos apresentaram comprimento e largura variando de 46 - 70um X 2 -3um e
micronematosos 10 - 19um x 2 - 3um. Ramoconidios e ramoconidios secundarios apresentando de
0-1 septo e comprimento entre 8 - 26um e 2 — 3um de largura.

Em meio de cultura SNA, C. tenuissimum apresentou conidios de forma elipséide a
limoniforme e comprimento variando de 3 - 7um e largura 2 - 3um. Hifas constantemente septadas
de pigmentacdo marrom olivacea, conidioforos macronematosos ramificados ou néo, de 38 - 54um
de comprimento e 1 - 3um de largura. Conidioforos micronematosos variando de 12 - 15um de
comprimento e 2 — 2.6 de largura. Ramoconidios e ramoconidios secundarios muitas vezes
apresentando septos de tamanho variado, entre 7 - 17um de comprimento e 2 — 2.3um de largura.

Em estudo realizado por Zalar et al. (2007) dentro do Complexo Cladosporium
sphaerospermum, as observagdes microscopicas foram realizadas atraves do cultivo dos fungos em

meio de cultura SNA a 25°C no escuro. A espécie C. dominicanum apresentou conidioforos laterais



Freire, K.T.L.S. - Caracterizacdo taxondmica de espécies do Complexo... 44

e terminais, micronematosos e semimacronematosos de coloragdo olivacea para marrom de paredes
finas, quase ndo septadas, podendo ser ramificado ou ndo ramificado. As cadeias de conidios
apresentaram ramificacdo em todas as direcdes com conidios sem septos e ramoconidios foram

raramente formados.
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Figura 8 - Caracteristicas microscépicas de Cladosporium cladosporioides em BDA — A. URM 3080 e SNA: B -
URM 3865; C - URM 6119 e D. URM 6703. Caracteristicas microscopicas de Cladosporium tenuissimum em SNA
E. URM 3721; F. URM 3176 e BDA - G. URM 3387
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Tabela 5 - Caracteristicas microscopicas das culturas de Cladosporium em meio SNA
URM Espécie SNA
Conidiéforos Ramoconidios Septo Conidios Septo Forma
6703  C.cladosporioides ~ 144-77,4x19-27  63134x2539 01  3981x17-35 0 Elipside/
limoniforme
6502 C.cladosporioides  730-1954,0x29-32  87-144x31-52  0-1  3174x2637 0 Elipsbide/
limoniforme
6084 C. cladosporioides 16,4x1,9 6,5-9,8 x 1,5-1,8 0-1 3,8-52x2,0-24 0 Elips6ide
5349 C.cladosporioides  555-1527x2.329  687.9x34-39 01  3657x27-36 0  Cloposofelipsoid
e/limoniforme
5236  C. cladosporioides 263-98,6x3,3-40  10,6-147x33-37 01  4879x2837 0 g:ggglsé’é
4837  C.cladosporioides  112,0-162,1x17-3,7  7,3-12,9x2,1-2,9 0 3,8-6,6x2,3x2,9 0 "";?:S';‘I’Q?e’
4693 C. cladosporioides 27,0x1,9 8,2x2,8 0 4,3-6,0 x 2,0-2,7 0 Elips6ide
4465  C.cladosporioides ~ 784-1653x20-33  86-103x24-34 01  4359x2029 0 Elipstide/
limoniforme
3865  C.cladosporioides 7,9-186x13-15 5,4-84%22-29 0 3060x2027 0 g:gsglsé’é
3204 C. cladosporioides 9,8-75,0x 1,2-2,0 5,0-10,1 x 1,8-2,1 0 3,3-54x1,6-2,0 0 Elipsoide
3175  C. cladosporioides 7.9-16.1x17-2,1 49-55x1,7-25 0  2646x1723 o  Clobosofelipsoid
e/limoniforme
- Elipsoide/
3080 C. cladosporioides 11,7-1245x1,7-2,4 7,1-19,3x1,7-3,8 0-1 45-6,4x2,1-2,3 0 limoniforme
5632 C. tenuissimum 234-1162x1930  62-185x28x36 01  3868x2336 0 "”:I‘I’;S'Z‘I’g':e/
4032 C. tenuissimum 22,6-42,3%x2,1-2,8 73134x20-34 01  2651x19-29 0 g:gggfgé
3721 C. tenuissimum 173-328x20-25  61-94x27-30 0  2844x2227 o  Globosofelipséid
e/limoniforme
3387 C. tenuissimum 12,2-14,9 x 3,1-3,7 9,5-10,7 x 2,4-3,5 0 6,1-7,9x 2,2-3,0 0 Elipsoide
3176 C.tenuissimum  349-633x21-35 4,6-168x1929 0-1 3266x19-28 0 Elipside/
limoniforme
2972 C. tenuissimum 121542x1,926  64177x21-33 0  30-58x2230 o  Clobosofelipsoid

e/limoniforme

4.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR E FILOGENETICA

Foi realizada a extracdo do DNA genémico das 40 culturas de Cladosporium depositadas na
Micoteca URM e a regido ITS1-5.85-1TS2, e os genes TEF (Tefl) e ACT amplificados. Os
resultados obtidos do sequenciamento da espécie C. cladosporioides para a regido ITS do rDNA
ribossomal exibiram sequéncias de cerca de 500 pares de bases para todos os isolados. Para o gene
da ACT, foram obtidos fragmentos de aproximadamente 230 pares de bases e o fator de
alongamento da traducdo (TEF) apresentou sequéncias com menos de 200 pares de bases. Os
mesmos resultados foram encontrados para a espécie C. tenuissimum. Resultados aproximados
foram encontrados por Bensch et al. (2012), que obtiveram fragmentos da regido ITS com cerca de
630 pares de bases, TEF com 379 pares de bases e ACT com 230 pares de bases para a espécie C.
cladosporioides e ITS com 587 pares de bases, TEF com 455 pares de bases, ACT com 229 pares
de bases para C. tenuissimum.

Todas as culturas de fungos utilizadas neste estudo apresentaram valores de identidade igual
ou superior a 97% com sequéncias de fungos do género Cladosporium depositadas no Banco de
dados GenBank para as regides 1TS1-5,8S-1TS2, Actina e Fator de alongamento da traducdo 1.

Apesar das arvores filogenéticas construidas independentemente terem sido congruentes entre si,
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uma analise concatenada da regido ITS e dos genes TEF e ACT forneceu uma arvore com melhor
resolucéo.

Inicialmente, com base apenas nas analises morfologicas, todos os 40 fungos do género
Cladosporium depositados na Micoteca URM faziam parte do Complexo Cladosporium
cladosporioides, contudo, com base na reconstrucéo filogenética dos fragmentos obtidos da regido
ITS e dos genes ACT e TEF, atraves do metodo de méaxima verossimilhanca (MV), Maxima
parcimonia (MP) e Neighbor Joining (NJ), foi possivel observar a formacéo de dois clados distintos,
apesar de alguns valores de bootstrap serem considerados muito baixos. Para Schroers et al. (2009),
apenas valores de bootstrap superiores a 90% sé&o considerados altos e relevantes para determinacéao
de espécies. No entando, Schubert et al. (2007), ao estudar o Complexo Cladosporium herbarum,
observaram que algumas culturas foram agrupadas num mesmo clado e consideraram este como um
clado bem suportado ao apresentar valores de bootstrap partir de 71%.

Esses resultados demonstram que estas culturas depositadas na Micoteca URM pertencem a
espécies do género, mas ndo necessariamente fazem parte de um mesmo Complexo, pois também
apresentaram altos valores de identidade com espécies pertencentes ao Complexo de Cladosporium
sphaerospermum.

A cultura URM 3721, anteriormente identificada como C. tenuissimum pela Micoteca URM,
apresentou como resultado na busca de sequéncias mais similares no Banco de dados do GenBank,
100% de identidade com sequéncias da espécie C. sphaerospermum para a regido ITS, e 99% com
sequéncias de C. halotolerans, uma espécie pertencente ao Complexo Cladosporium
sphaerospermum, para os genes ACT e TEF. Para a cultura URM 6511, identificada como C.
cladosporioides através da analise morfoldgica, apresentaram 99% de identidade com sequéncias de
C. cycadicola e C. dominicanum para a regido ITS e o gene ACT, respectivamente. Na revisdo do
género, Bensch et al. (2012) mostram que C. dominicanum pertence ao Complexo Cladosporium
sphaerospermum e C. cycadicola € uma nova espécie que foi recentemente descrita e apresenta
caracteristicas morfoldgicas semelhantes a espécies pertecentes ao Complexo C. sphaerospermum
(CROUS et al., 2014).

A cepa de URM 3080, previamente identificada como C. cladosporioides, exibiu indices de
identidade de 97% com a espécie C. sphaerospermum depositadas no GenBank e as culturas URM
4032, identificada como C. tenuissimum e URM 5379 como C. cladosporioides pela Micoteca
URM, foram similares a sequéncias da espécie C. dominicanum com indices de identidade de 99%
para a regido ITS e gene ACT. A cultura URM 3175 identificada pela Micoteca URM como C.
cladosporioides, apresentou altos valores de identidade com sequéncias de C. halotolerans para a
regido ITS e os genes ACT e TEF. Todas as outras espécies analisadas neste estudo foram

agrupadas em um clado a parte com sequéncias pertencentes ao Complexo Cladosporium
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cladosporioides. Por exemplo, os fungos URM 2830, URM 6502, URM 6119, URM 3101, URM
6246, URM 3865, URM 6703, URM 5349, URM 3386, URM 5843, URM 3107, URM 5737, URM
3752, URM 4693, URM 3654 e URM 4168 pertencentes a espécie C. cladosporioides de acordo
com a analise morfoldgica realizada pela Micoteca URM, apresentaram valores entre 98 e 99% de
identidade com sequéncias da espécie de C. cladosporioides depositadas no GenBank para a regiao
ITS e valores entre 98 e 100% com espécie de C. tenuissimum para 0s genes ACT e TEF. Assim
como, a cultura URM 2942 identificada inicialmente como C. tenuissimum pela Micoteca URM, foi
similiar a sequéncias de espécies de C. cladosporioides com base na busca pela regido ITS no banco
de dados do GenBank, contudo, para o gene ACT e TEF apresentou altos valores de identidade com
espécies de C. flabelliforme.

Na anélise filogenética realizada por Bensch et al. (2010), a espécie C. cladosporioides
forma um clado distinto e bem suportado. No entanto, os autores consideram C. cladosporioides
ainda parafilético, pois representa um complexo de espécies com muitos isolados excluidos por
serem indistinguiveis morfologicamente de C. cladosporioides s. str., mas filogeneticamente
diferentes. Ainda neste estudo dentro do Complexo Cladosporium cladosporioides, os autores
concluiram que a regido ITS apresentou uma resolucdo limitada em muitas espécies de
Cladosporium e utilizaram os resultados obtidos dos genes TEF e ACT para uma comparacdo da
estabilidade do clado. Por exemplo, para outros géneros de fungos como Trichoderma, a regido ITS
foi anteriormente considerada a melhor escolha para identificacdo em nivel de espécie, mas
atualmente é considerada inadequada na distin¢do de espécies estreitamente relacionadas em varios
clados do género. Em contraste, o fator de alongamento da tradugdo 1-o (TEF), responsavel por
codificar uma parte essencial no mecanismo de traducdo de proteinas, tem grande utilidade
filogenética, sendo altamente informativo em nivel de espécie dentro do género Fusarium (GEISER
et al., 2004; BISSETT, 2009).

A cepa de registro URM 2972 depositada como C. tenuissimum na Micoteca URM, através
da busca no GenBank, apresentou alto indice de identidade com fungos da espécie C. perangustum
depositadas no banco de dados tanto para a regido ITS como para os genes ACT e TEF.
Cladosporium perangustum é uma espécie que também pertence ao Complexo Cladosporium
cladosporioides e apresentam como caracteristicas microscopicas a presenca de hifas filiformes,
pouco ramificadas de 1-4um de largura, septadas. Conidioforos variando em tamanho e largura de
12-130(—150) x (1.5-) 2-3.5 (—4)um, 0—6 septos, ramoconidios normalmente asseptados, mas
podendo apresentar 1 septo, conidios numerosos de forma ovoide, limoniforme, elipséide. Bensch
et al. (2010) consideram essas duas espécies muito semelhantes morfologicamente, mas observaram
variacOes filogenéticas claras que foram apoiadas por alteracdes nas sequéncias de nucleotideos

para ambos os genes ACT e TEF. Para a cultura URM 3503, a identificagdo morfoldgica realizada
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pela Micoteca URM descreveu esta como a espécie C. cladosporioides, correspondendo aos
resultados encontrados pela busca de sequéncias similares no GenBank para a regido ITS e 0s genes
ACT e TEF.

Espécies similares morfologicamente foram alocadas em clados distintos na analise
filogenética molecular, mostrando dessa forma a necessidade do uso do sequenciamento para
auxiliar a identificar e delimitar as diferentes linhagens pertencentes ao complexo. Comparac6es
baseadas apenas em caracteres morfologicos de culturas de Cladosporium podem ndo ser
suficientes devido a um possivel alto grau de homoplasias causadas por convergéncia, ou seja, é
possivel inferir se as caracteristicas morfoldgicas altamente conservadas dentro do complexo
representam convergéncia (homoplasias), simplesiomorfias ou sinapomorfias.

Seifert et al. (2004), com base em caracteristicas morfoldgicas, moleculares e ecoldgicas,
separaram a espécie Cladosporium staurophorum de Cladosporium s. str. introduzindo esta em um
novo género de Hyphomycetes, o género Devriesia. A cultura URM 3387 foi depositada na
Micoteca URM no ano 1994, com base apenas na andlise de caracteres fenotipicos, como C.
tenuissimum. O depdsito na Micoteca foi realizado antes deste novo género ter sido descrito, e 0
estudo molecular realizado com base no sequenciamento da regido ITS e através da ferramenta
BLAST de busca por sequéncias similares no Banco de dados do GenBank mostrou indice de
similaridade de 99% desta cultura com o género Devriesia, sendo assim, retirada deste trabalho por

ndo pertencer ao Complexo Cladosporium cladosporioides.
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Figura 9 - Reconstrucgdo filogenética de espécies do Complexo Cladosporium cladosporioides depositados na Micoteca
URM da UFPE a partir do alinhamento de nucleotideos relativos a combinagdo dos fragmentos ITS1 + 5.8S + ITS2
(rDNA), Actina e Fator de alongamento da tradugdo 1-a. Valores de bootstrap (em %) foram gerados a partir dos
métodos de Neibghbor Joining, Méaxima Verossimilhanca e Méaxima Parcimdnia, com as distancias de Kimura 2-
pardmetros (5000 bootstrap) e encontram-se expressos da esquerda para a direita, respectivamente. Somente valores
acima de 50% foram apresentados. Cercospora beticola (nimero de acesso ao GenBank AY840527, AY840458,
AY840494) foi usado como grupo externo.
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5 CONCLUSAO

As espécies Cladosporium cladosporioides e C. tenuissimum pertencentes ao Complexo
Cladosporium cladosporioides sdo morfologicamente semelhantes, sendo observadas apenas
pequenas varia¢des no tamanho dos conidioforos e conidios. Culturas de diferentes isolados de uma
mesma espécie podem apresentar algumas variacdes morfologicas, sendo mais frequentes variacdes
no tamanho dos conidiéforos e na coloracdo das col6nias. Com base nos resultados obtidos das
analises morfolégicas macroscépicas e microscopicas, todas as culturas analisadas neste estudo
estdo revisadas e autenticadas taxonomicamente.

O sequenciamento da regido ITS e dos genes Actina (ACT) e fator de alongamento da traducéo
1-a (Tefl) sdo necessarios para suplementar as analises morfoldgicas para correta identificacdo das
culturas pertencentes ao Complexo Cladosporium cladosporioides, sendo a ACT e o TEF os

marcadores moleculares com maior poder resolutivo.
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