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RESUMO

Dentre as alternativas para uso agricola do solo, tem-se destacado o uso de sistemas
agroecoldgicos, entre eles, o policultivo, que é o cultivo de vegetais de vérias espécies
em uma mesma area, de forma simultanea, favorecido pela maior cobertura do solo em funcéo
da deposi¢do de restos vegetais. O conhecimento do efeito de diferentes usos agricolas do solo
na manutencdo de servigos ecossistémicos, como as atividades biolégicas do solo e a
composicao microbiana, € de grande importancia para a ado¢do destas préaticas. Considerando
a importancia da comunidade de fungos do solo, como parte de um projeto maior que objetivou
conhecer a diversidade dos fungos filamentosos de solo de sistemas agroflorestais e de areas
nativas das mesorregides Zona da Mata, Agreste e Sertdo de Pernambuco e de monocultura,
este trabalho objetivou avaliar a composicdo de espécies do género Penicillium em solos de
policultivos agroecologicos na Caatinga de Pernambuco. Amostras de solo foram coletadas em
uma area de sistema agroflorestal (SAF) nas mesorregifes Zona da Mata, Agreste e Sertdo do
Estado de Pernambuco. Foram realizadas seis coletas, de julho de 2019 a janeiro de 2020.
Foram retiradas trés amostras de solo das areas analisadas, estas foram homogeneizadas e
dividas cada uma em quatro subamostras em um quadrante de 5 m2. Na etapa de isolamento
utilizou-se 25 g de cada amostra de solo. No total foram feitas cinco diluicdes. Para a
identificacdo dos fungos utilizou-se dois tipos de analises: analise morfoldgica, tanto das
coldnias como das microestruturas, e analise molecular, na qual a regido B-tubulina (BenA) foi
escolhida para amplificacdo devido a sua alta capacidade de definicdo de espécies de
Penicillium e por isso, é considerada a regido barcode do género. Foram identificadas oito
espécies de Penicillium Link (P. cinnamopurpureum, P citrinum, P. jenningsia, P. rotoruae, P.
menonorum, P. guanacastense, P. onobense, P. chrysogenum). Estas espécies sdo encontradas
no solo e associadas a rizosfera, beneficiando as plantas presentes nos agroecossistemas,
melhorando a qualidade deste substrato ao oferecer metabdlitos importantes para o crescimento

e protecdo das plantas.

Palavras-chaves: Agroecologia, Aspergillaceae, Fungos do solo.



ABSTRACT

Among the alternatives for the agricultural use of the soil, the use of systems
agroecological practices, among them, polyculture, which is the cultivation of vegetables of
various species in the same area, simultaneously, favored by the greater soil coverage due to
the deposition of plant remains. Knowledge of the effect of different agricultural land uses on
the maintenance of ecosystem services, such as soil biological activities and microbial
composition, is of great importance for the adoption of these practices. Considering the
importance of the soil fungal community, as part of a larger project that aimed to know the
diversity of filamentous fungi in the soil of agroforestry systems and native areas of the
mesoregions Zona da Mata, Agreste and Sertdo of Pernambuco and of monoculture, this work
aimed to evaluate the composition of species of the genus Penicillium in agroecological
polyculture soils in the Caatinga of Pernambuco. Soil samples were collected in an agroforestry
system (AFS) area in the Zona da Mata, Agreste and Sertdo mesoregions of the State of
Pernambuco. Six collections were carried out, from July 2019 to January 2020. Three soil
samples were taken from the analyzed areas, these were homogenized and divided into four
subsamples each in a quadrant of 5 m2. In the isolation step, 25 g of each soil sample were used.
In total, five dilutions were made. For the identification of fungi, two types of analysis were
used: morphological analysis, both of colonies and microstructures, and molecular analysis, in
which the B-tubulin region (BenA) was chosen for amplification due to its high capacity for
species definition of Penicillium and therefore, it is considered the barcode region of the genus.
Eight species of Penicillium Link (P. cinnamopurpureum, P citrinum, P. jenningsiae, P.
rotoruae, P. menonorum, P. guanacastense, P. onobense, P. chrysogenum) were identified.
These species are found in the soil and associated with the rhizosphere, benefiting plants present
in agroecosystems, improving the quality of this substrate by offering important metabolites for

plant growth and protection.

Keywords: Agroecology, Aspergillaceae, Soil fungi.
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1. INTRODUCAO

O solo constitui a camada superior da terra, heterogénea, de material inconsolidado que
cobre a superficie da Terra emersa, entre a litosfera e a atmosfera. E uma entidade Unica, que
tem suas origens nas interacGes fisicas, quimicas e biolégicas entre os materiais originais e a
atmosfera, e € onde ocorre a maior parte da atividade biol6gica da faixa marrom dos
ecossistemas terrestres (consumidores e decompositores). O solo é constituido por fracdo sélida
(e.g. componentes minerais), liquida (e.g. agua em diferentes graus de
absorcdo/disponibilidade), gasosa (ar disponivel em poros, incluindo vapor de agua e outros
gases) e matéria organica (biomassa ou necromassa) (GONCALVES et al. 2016).

Fungos sdo componentes comuns da biomassa do solo, atuando sobretudo como
decompositores de necromassa e exercendo papel fundamental na mineralizacdo da
serrapilheira e conseguinte captacao pelas plantas (TEDERSOO et al. 2018). Algumas espeécies
de fungos podem atuar como indicadoras de determinados usos do solo. Dentre os fungos do
solo, destaca-se o género Penicillium, ascomiceto conidial de grande plasticidade ecoldgica,
capaz de utilizar diferentes substratos, sobretudo em condic6es de alto estresse e perturbacgéo e
em lugares inospitos (HOUBRAKEN & SANSOM, 2011), sobretudo no bioma Caatinga
(BARBOSA et al. 2020). O estudo destes fungos é importante, pois reforcam o manejo
sustentavel e a diversificacdo de plantas para que, por meio da sucessdo ecologica, 0
agroecossistema atinja autonomia em relacdo a fertilizacdo do solo e protecdo das plantas
(ALVES et al. 2021).

O uso do solo pode ser entendido como a forma pela qual o espaco geografico esta sendo
ocupado pelo ser humano e suas atividades nele (LAMBE et al. 1991). Préticas de gestdo do
territorio e formas de uso do solo tem grande impacto sobre 0s ecossistemas e 0S recursos
naturais incluindo a agua e o solo. No Brasil, grande parte deste uso de solo esta associado a
praticas agricolas, o que acentua a importancia do estudo da ecologia dos ecossistemas onde
praticas agricolas sdo desenvolvidas, em diferentes escalas e em diferentes formas de uso
territorial. Os agroecossistemas possuem varios graus de resiliéncia e estabilidade, mas estes
ndo sdo apenas determinados por fatores bidticos ou ambientais, endégenos ou exdgenos
(ALVES et al. 2021).

Como parte de um estudo concentrado acerca das variacdes na estrutura e dindmica de
comunidades de fungos em solos com diferentes usos agricolas, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a composicao de espécies do género Penicillium e, compara-las em diferentes tipos de

usos de solos de policultivos agroecoldgicos na Caatinga de Pernambuco.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas gerais dos fungos

Os fungos estdo intrinsecamente inseridos no cotidiano dos seres humanos, desde a
fabricacdo de alimentos como queijo, bebidas, pées e bolos, até plantas que acumulam dentro e
fora de suas raizes fungos simbiontes. A atividade fungica pode ser a causa de uma série de
doencas que afetam plantas e animais, incluindo pessoas (KENDRICK 2017). S&o responsaveis
por fungdes ecossistémicas de extrema importancia, como a ciclagem de nutrientes e
consolidacdo de agregados do solo através da decomposicdo de matéria organica
(FALKOWSKI et al. 2008).

A definicdo de fungos sustenta que sdo organismos heterotroficos, ou seja, dependem
de alguma fonte de alimento, e se nutrem por absor¢do (osmotroficos), possuem um corpo
fusiforme, ramificado, tubular com hifas, micelios ou col6nias e se reproduzem atraves de
esporos (KENDRICK 2017). Esses organismos possuem um valor biotecnolégico inestimavel,
pois estdo presente em todos os lugares e sdo competidores muito eficientes. Podem ser
utilizados em uma gama de métodos contra doencas humanas e de plantas, no melhoramento
de colheitas e silviculturas (fungos micorrizicos e endofiticos), no biocontrole de insetos,
biofertilizantes e uma infinidade de outras areas (HYDE et al. 2019).

Filogeneticamente, os fungos estao inseridos dentro do grupo dos opistocontes. Embora
muitos fungos tenham a capacidade de crescer em meios de cultura, muitas espécies ndo sdo
cultivaveis in-vitro e ndo possuem estruturas sexuais, o que dificulta a identificacdo com base
em morfologia. Assim, cada vez mais técnicas moleculares vém sendo aprimoradas para a
compreensdo e identificacdo de espécies fungicas. Quanto mais precisa for a identificacdo
taxonémica em nivel de espécie, género ou hierarquias superiores, mais confiavel serdo as
atribuicdes de papéis ecoldgicos e caracteristicas funcionais, como também é uma porta aberta
para estudos ecofisioldgicos e de biodiversidade (TEDERSOO et al. 2018).

2.2. Os fungos do solo

O solo é considerado um importante ecossistema para a diversidade de microrganismos.
Quando bem desenvolvido, apresenta uma forte interacdo entre processos e propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas (FRAC et al. 2018). Os fungos se acomodam bem em ambientes

de solo devido a sua alta capacidade de adaptacdo a ambientes desfavoraveis, e também
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produzem uma série de compostos enzimaticos responsaveis pela degradacdo de matéria
orgénica que auxiliam na regulacdo dos ciclos biogeoquimicos do solo. Muitas espécies de
fungos interagem de forma direta ou indireta com as plantas, incluindo aquelas de importancia
econdmica, seja atuando de forma favoravel ou danosa (AL-ANI et al. 2021). Os fungos
filamentosos vém sendo cada vez mais estudados na intencéo de utilizar as funcdes destes para
0 aprimoramento agricola, pois a atividade microbiana do solo oferece vantagens na fixacdo de
nitrogénio, solubilizacdo do fosfato e controle bioldgico de fitopatdgenos e pragas agricolas
(SILVA et al. 2017; BARROS et al. 2019; SHARF et al. 2021).

Uma pesquisa realizada por Wiwiek Harsonowati et al. (2020), evidenciou que o isolado
do fungo endofitico Cladophialophora chaetospira possui eficacia no biocontrole e
crescimento de plantas de morango, podendo ser destinado ao aprimoramento de fertilizantes
sustentaveis que substituam os quimicos que ainda sdo muito utilizados na agricultura. Muitos
fungos tém alto potencial biossorvente de metais toxicos, como cadmio, mercurio, cobre, zinco,
e utilizam seus corpos de frutificagdo como local de armazenamento mesmo gerando impacto
em seu crescimento e reproducdo (FRAC et al. 2018). A biodiversidade e abundancia de
organismos Vvaria de acordo com o tipo de solo e fatores como pH, quantidade de matéria
organica, textura do solo e as praticas de manuseamento. O fato de poder encontrar em apenas
um punhado de terra uma vasta gama de microrganismos, é explicado pela grande quantidade
de espaco poroso existente ali que serve como seu habitat (GARDI et al. 2009).

Os seres vivos do solo podem ser divididos em controladores biologicos, reguladores
do ecossistema, decompositores de matéria organica e transformadores de compostos. Os
controladores biologicos inibem doengas, pragas e organismos competidores. Os reguladores
do ecossistema sdo responsaveis pelas modificacdes estruturais do ambiente, entre eles estdo as
formigas, minhocas, cupins e também alguns mamiferos de pequeno porte, e essas alteracGes
no meio causadas por eles servem como hotspots ou, mais precisamente, como pontos de acesso
para microrganismos exercerem suas atividades (GARDI et al. 2009). Os decompositores e
transformadores de compostos tem como funcdo a modificacdo de substratos decorrentes de
plantas e restos de animais mortos, em matéria organica consolidada do solo (MOS) a partir
dos produtos resultantes da microbiota presente no solo (RACZKA et al. 2021).

A comunidade microbiana da rizosfera, regido do solo que recebe influéncia direta do
sistema radicular das plantas (HOUBRAKEN & SANSOM, 2011), diferencia-se
significativamente, em composicdo e riqueza daquela presente no solo livre de raizes. A
comunidade microbiana da rizosfera pode variar em estrutura e composicdo de espécies em

funcdo do tipo de solo, espécie de planta, estado nutricional, idade, estresse, doencas, dentre
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outros fatores ambientais. Cada vez mais a agricultura vem crescendo mundialmente, diante
disso a comunidade cientifica tem reunido esfor¢os para encontrar meios de substituir os
agrotoxicos através de bioinsumos. Os microrganismos presentes na rizosfera atribuem diversos
beneficios as plantas daquele solo, protegendo-as de doencas, mitigando os efeitos de estresses
abidticos, como acidez/alcalinidade, seca, metais pesados, baixa/alta temperatura e salinidade
(WANG et al. 2018; KOUR et al. 2020).

2.3. Penicillium Link

2.3.1. Caracteristicas gerais de Penicillium Link

O nome Penicillium teve origem etimoldgica na palavra ‘penicillum’ que significa
“pequeno pincel” e foi estabelecido por Heinrich Friedrich Link em 1809 (LINK 1809).
Encontra-se na familia Aspergillaceae da ordem Eurotiales, e € um grupo bastante conhecido
pela importancia para 0 meio ambiente, economia, medicina e biotecnologia (ALTAF et al.
2018; BARBOSA et al. 2020). O género possui cerca de 467 espécies reconhecidas (VISAGIE
et al. 2014). Séao caracterizados por serem fungos anamorfos, amplamente distribuidos no solo,
com conidioforos penicilioides (em forma de pincel), usualmente ramificados e dispersao de
esporos pelo ar (Fig. 1) (BARBOSA et al. 2020).

Determinadas espécies de Penicillium sdo capazes de solubilizar fésforo, sider6foros
(captadores de ferro) e fitormdnios essenciais para o0 crescimento das plantas como, acido
giberélico e indol acético (PARK et al. 2020; RADHAKRISHNAN et al. 2013). Algumas
espécies tem uma ampla utilidade farmacoldgica na producéo de antibidticos devido a producéao
de metabolitos secundarios. A penicilina € um dos mais conhecidos, e atua contra uma
diversidade de bactérias capazes de afetar a saude dos seres humanos. Além disso, podem
apresentar também atividades anticancerigenas, antifingicas, microbicidas, antitumorais e
antiangiogénicas (PETERSON et al. 2000; FERNANDEZ-BUNSTER 2021).

Na natureza, sdo grandes responsaveis pela decomposicdo de matéria organica,
apodrecimento de colheitas e grande interferéncia na seguridade alimentar, isto, devido a
contaminacdo dos alimentos através de suas micotoxinas, como a ocratoxina A e a patulina que
causam alergias e micotoxicoses (FRISVAD et al. 2004; SAMSON et al. 2019; FERNANDEZ-
BUNSTER 2021). Em paralelo a isso, algumas espécies também apresentam efeitos benéficos

sobre a alimentacdo, pois sdo utilizadas na fermentacdo de queijos caracteristicos como o
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Camembert, Roquefort ou Brie (GIRAUD et al. 2010) e produtos embutidos (LOPEZ-PEREZ
et al. 2014)

Figura 1 - Representacdo esquematica de representantes de Penicillium: a. conidi6foro triverticilado; b.
conidioforo biverticilado; c. conidiéforo monovertilado; d. ascoma, do tipo cleistotécio; e. ascos e ascosporos
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Fonte: elaborado pelo autor (2023)
2.3.2 Taxonomia do género Penicillium Link

Penicillium é dividido em dois subgrupos, 32 se¢des (7 sdo novas) e 89 séries (57 novas,
6 novas séries). Identificar as espécies corretas de Eurotiales é dificil, mas extremamente

importante, porque o nome da espécie € um link para informacfes. As listas de espécies
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reconhecidas contribuem para que o0s pesquisadores identifiquem usando esquemas
taxondmicos modernos. Na lista mais recente de 2014 foi constatado que Penicillium possui
354 espécies, e atualmente se encontra com 483 (HOUBRAKEN et al 2020). Para determinar
a taxonomia do género Penicillium é necessario recorrer a taxonomia polifasica, ou seja, testar
o fungo em diferentes condicdes de crescimento (temperaturas e substratos diferentes. Os meios
de cultura mais comuns para descrever espécies de Penicillium sdo agar extrato de levedura
Czapek (CYA), CYA supplemented with 5% NaCl (CYAS), &gar extrato de levedura sacarose
(YES), &gar creatina sacarose (CREA), Czapek &gar (CZ), agar glicerol diclorano 18% (DG18),
agar extrato de malte (MEA, Oxoid), and oatmeal agar (OA) (Samson et al. 2010). (MEA, CZ,
CYA, CREA, OA, DG18) (Figuras 2 e 3) (HOUBRAKEN et al 2020).

O DNA barcoding foi criado com o intuito de tornar realizavel a identificacdo de
espécies de organismos eucarioticos através de uma pequena sequéncia de DNA padréo de um
banco de dados. Recentemente, a regido de transcricdo de rDNA de expassador interno (ITS)
foi aceita como o cddigo de barra dos fungos, sendo este um marcadores universais para esses
organismos. No entanto, para Penicillium ele ndo € tdo viavel, pois ndo define com preciséo as
espécies profundamente relacionadas e, por isso, foi estabelecido um marcador secundario que
tivesse uma amplificacdo facil, boa definicdo de espécies e principalmente um conjunto
completo de dados de referéncias, sendo o marcador B-tubulina (BenA) o que melhor se
encaixa. Existem também alguns outros tipos de marcadores semelhantes a BenA que séo
utilizados para Penicillium como, calmodulina (CaM) ou os genes da segunda maior
subunidade da RNA polimerase 11 (RPB2) (VISAGIE et al. 2014).
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Figura 2 - Culturas de representantes de Penicillium barbosae em meios agar extrato de levedura Czapek
(CYA), extrato de levedura &gar sacarose (YES), agar glicerol diclorano 18% (DG18) e agar extrato de malte
(MEA): verso (acima) e CYA, YES, DG18 e agar creatina sacarose (CREA): reverso (abaixo)

Fonte: adaptado de Ramos et al. (2021)

Figura 3 -Micrografia de conidi6foros de Penicillium barbosae

Fonte: RAMOS et al. (adaptado, 2021)

2.3.3. Diversidade de espécies e habitat

Penicillium é um dos grupos de fungos mais frequentemente encontrados devido a sua
alta adaptabilidade a diversos tipos de ambientes como, solo, ar, edificios e ambientes extremos

(Figura 4) seja associado a plantas, matéria organica ou como contaminantes em diferentes tipos
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de alimentos (YADAYV et al. 2018). As alteragcdes sazonais influenciam as temperaturas de
forma ininterrupta ou inconstante, e 0s organismos presentes possam ser classificados em
psicrotroficos ou psicrotolerantes, sendo capazes de sobreviver nessas condigdes. Estudos
recentes tém mostrado a importancia desses fungos nesse tipo de ambiente, pois mesmo em
locais com temperaturas extremas suas enzimas promovem o crescimento das plantas (SINGH
et al. 2016; YADAV et al. 2016).

Figura 4 - Distribuicdo e abundancia de Penicillium em diferentes substratos e condi¢des
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Séo considerados fungos cosmopolitas, pois estdo presentes desde os tropicos até os
polos. Sua dispersdo se torna facilitada por apresentarem conidios pequenos e hidrofobicos.
Também possuem uma grande tolerancia a pH, condutividade elétrica e salinidade (MCRAE et
al. 1999). Kozlovsky et al. (2019) isolaram dois grupos de 14 e 9 espécies de Penicillium de
sedimentos de rochas congeladas, dgua do lago Radok (ambientes naturais) e produtos
derivados do petrdleo na Antartica. A partir disso, confirmaram que o arranjo da comunidade
desses fungos se modifica conforme os impactos que ocorrem no ambiente. Estudos como esses
evidenciam a importancia desses fungos na biorremediagdo de ambientes degradados, pois

possuem a capacidade de usar derivados do petréleo como fonte de carbono.

2.3.4. Importancia ecoldgica

Os fungos penicilioides possuem um amplo interesse ecoldgico, pois tém distribuicéo
mundial e possuem diversos habitats, desde o solo de florestas, solo de praia, solo cultivado até
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solo deseértico, podendo ainda estar associado a plantas, frutos, graos e insetos (PARK et al.
2015). Barbosa et al. (2018) estudaram fungos associados ao mel, pdlen e ninho da abelha
Melipona scutellaris e constataram que a maior parte dos isolados foram de Penicillium,
incluindo espécies novas.

Sdo organismos que também fazem parte de processos biogeoquimicos, atuando na
disponibilidade de nutrientes como nitrogénio (N), fosforo (P) e enxofre (S), principais
responsaveis pelo crescimento das plantas (BASU et al. 2021). A ciclagem biogeoquimica é
primordial para manter um solo fértil e produtivo, seja em ecossistema natural ou agricola.
Penicillium é um dos grupos fundamentais para ciclagem de P na microbiota do solo, isto, por
que conseguem produzir acidos organicos capazes de dissolver precipitados de P, ou quelar os
cations precipitantes desse elemento, liberando-o em simultaneo na solu¢do (GADD et al.
1999).

Penicillium é comumente encontrado associado a raizes de diversas plantas cultivadas,
cumprindo um importante papel de induzir a nutricdo de P pela planta; vem sendo bastante
utilizado comercialmente como inoculante de aumento de nutricdo, especificamente as espécies
Penicillium bilaiae (JumpStart; Philom Bios, Saskatoon, Canada) e Penicillium radicum (PR-
70 RELEASE; Bio-Care Technology, Somersby, Australia). Ramos et al. (2018) analisaram a
diversidade de Penicillium e Talaromyces em solo de cana-de-agucar no estado de Pernambuco,
Brasil e de 1344 isolados, 1108 eram de Penicillium (Figuras 2 e 3) (RAMOS et al. 2021).

2.4. Policultivos agroecoldgicos no Sertédo de Pernambuco

Os Policultivos agroecoldgicos abrangem uma variedade de sistemas que aprimoram a
producdo agricola, reduzindo os impactos ambientais negativos e, ajustando-se de acordo com
os fatores abioticos locais e as necessidades do agricultor. E uma forma de plantio diversificado
sem o0 uso de produtos quimicos para a recuperacdo de areas degradadas (ALVES et al. 2021).
Esses sistemas sdo importantes para a comunidade académica, pois proporcionam aos
pesquisadores um maior potencial de controle, teste e manipulacdo dos componentes do sistema
guando comparado aos ecossistemas naturais, servindo também como producdo alternativa para
a agroecologia (HECHT 2019).

A agroecologia é a ciéncia que estuda o desenvolvimento de solugbes ecoldgicas no
manuseio de agroecossistemas, e se originou com a necessidade de substituir a pratica agricola
presente em sistemas convencionais. Os estudos nessa area estdo cada vez mais direcionados a

explicar o aumento de problemas em decorréncia da globalizacdo e industrializacdo de
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alimentos advindos da agricultura convencional. Para implementacéo de métodos ecolégicos é
essencial uma perspectiva interdisciplinar pautada em agdo, de forma a analisar também o
contexto econdmico e social do local (MENDEZ et al. 2013).

Sdo0 muitos os beneficios alcancados atraves de préaticas ecoldgicas dentro da
agricultura, tanto para os humanos, como para a fauna e flora. Dentre eles, uma interagéo
eficiente entre espécies, reducao da perda de energia e recursos por meio da reciclagem, uso
minimo de produtos téxicos, agrupamento da biodiversidade em escalas de tempo e espaco,
além de propiciar variedade e seguranca alimentar para os consumidores, que em muitos casos
sdo os préprios produtores. Para 0 manejo ecoldgico sdo utilizadas praticas de introducdo de
matéria organica no solo, cultivos de diferentes espécies de plantas, consércio, 0 uso de cercas
vivas, matas ciliares e bosques para delimitar espacos de pastagem dos rebanhos (MADSEN et
al. 2020).

2.5. Sistemas agroflorestais e consorcios

Os Sistemas Agroflorestais (SAFs) e Consorcios de Plantas (COPs) sdo modelos de
policultivos agroecoldgicos, que diferem entre si na composicdo vegetal e manejo, pois nas
areas de SAFs ocorrem espécies lenhosas. Sao sistemas representativos da transicdo de uma
agricultura baseada em produtos quimicos para um agroecossistema de manejo sustentavel
pautado em ideais, mecanismos e tecnologias ecologicas (ALVES et al 2021). Um fator
importante relacionado aos SAFs é sua capacidade de restaurar ambientes protegidos, como as
areas de preservacdo dentro das propriedades rurais. A atencdo a essas areas € imprescindivel,
pois abrigam grande parte da biodiversidade (BEZERRA et al. 2019).

As areas de assentamento no Brasil sdo caracterizadas por possuir um solo improdutivo
devido a monocultura acentuada e, por isso passam a ser destinadas a pessoas de baixa renda.
O manejo sustentavel através do plantio diversificado torna-se uma alternativa para a
recuperacdo dessas areas, sendo importante levar em consideracao fatores econémicos, sociais,

culturais, éticos, ambientais e politicos (ALVES et al 2021).
2.7. Bioma Caatinga
A Caatinga € um bioma exclusivo do Brasil que abrange cerca de 840.000 km? de

extensdo. Ela integra os estados de Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,

Alagoas, Sergipe, Bahia e 0 norte de Minas Gerais (MMA 2022). E um ecossistema onde
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prevalece o clima semiarido (VELLOSO et al, 2002), em que a chuva possui uma demanda
evaporativa abaixo de 65% (DELGADO-BAQUERIZO et al. 2013) devido a sua localizacdo
geografica em regibes com alta temperatura, baixa extensdo térmica anual, baixa umidade
relativa do ar e longos periodos de estiagem, sendo constituidas por plantas adaptadas a essas
condigdes. A origem do nome “Caatinga” veio do Tupi-guarani, e remete a “floresta branca”
pela aparéncia da vegetacdo na estacdo seca (DE ALBUQUERQUE et al. 1995), sua
composicao é uma mistura de mata xerofitica, caducifélia e espinheiro, parecida com algumas
regides aridas do norte da Venezuela, Coldmbia e América Central (LEAL et al. 2005).

Esse bioma apresenta uma riqueza de biodiversidade da fauna estimada em 1487
espécies, incluindo répteis, anfibios, passaros, insetos e mamiferos. A flora se apresenta de
forma intrinseca comparada a outras florestas, e supera a concepgéo estabelecida a muitos anos
de ser um bioma pobre em biodiversidade, dada a aparéncia de a vegetacdo possuir um aspecto
seco e sem vida (SANTOS et al. 2022). E responsavel por sustentar diversas atividades
econdmicas direcionadas a dinamicas agrossilvopastoris e industriais (MMA 2022).

As ocupacdes das areas nativas para a introducao de culturas agricolas ou instalacédo de
parques industriais e 0 manejo do solo seguindo a agricultura convencional, tém cooperado
cada vez mais para a diminuicdo da conservacao dos recursos ambientais e, dessa forma,
dificulta a subsisténcia humana e animal em locais que ja enfrentam problemas de baixa taxa
de precipitacdo, acarretando de modo direto no desdobramento dos processos de desertificacéo
(VIEIRA et al. 2013; WIIITKOSUM 2016).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de coleta e elaboracéo dos experimentos

As amostras de solo foram coletadas no Sertdo do Pajed, Pernambuco Brasil, em um
fragmento de floresta Caatinga, em um SAF com 24 anos de implantacdo, em um SAF com 8
anos de implantacdo (Figura 5) e num consércio de plantas com 15 anos de implantacédo (Figura
6). A profundidade do solo coletado foi estabelecida em 5 cm, com divisdo em duas areas
procedentes de cada sistema agroflorestal. Nas quatro areas de estudo foram observadas quais

plantas cultivadas estavam presentes nos quadrantes (Tabela 1).

Figura 5 - Areas de diferentes usos agricolas no sitio Volta do Enjeitado, na zona rural de Triunfo, Pernambuco,
Brasil. A-B - Floresta Caatinga em periodo seco e em periodo de recipitacdo, respectivamente; C-D - Vista
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Interna e externa do sistema agroflorestal com 24 anos de implantago, respectivamente; E-F - sistema
agroflorestal com 8 anos de implantagdo

Figura 6 - Area de consorcio de plantas (COP) com 15 anos de implantagéo no sitio Volta do Enjeitado, na area
rural de Triunfo, Pernambuco, Brasil. A - COP com 1 ano em pousio em julho de 2019. B-C - COP cultivado
com milho (Zea mays L) e palma (Opuntia cochenillifera (L.) Mill.) (Figura 2B com seta amarela), macaxeira

(Manihot esculenta Crantz) (Figura 2B asterisco amarelo) e meléncia (Citrullus lanatus (Thumb.) Matsum. and

Nakai) (Figura 2C asterisco vermelho) em fevereiro de 2020. D - COP ap6s colheita em julho de 2020
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No total foram realizadas seis coletas em diferentes épocas, julho de 2019, janeiro de
2020, julho de 2020, janeiro de 2021, julho de 2021 e janeiro de 2022. Foram retiradas trés
amostras de solo das areas analisadas, estas foram homogeneizadas e dividas cada uma em
quatro subamostras em um quadrante de 5 m2 (2,5 x 2,0 m) (COSTA et al. 2011). Logo apés,
foram armazenadas em sacos plasticos devidamente identificados e levados para o Laboratério
de Fungos Fitopatogénicos e Biocontroladores do Departamento de Micologia do Centro de

Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Tabela 1 - Composicéao de plantas do consércio de plantas com 15 anos de implantacdo (COP), da agrofloresta
com 8 anos de implantacdo (SAF8), da agrofloresta com 24 anos de imlantagdo (SAF24) e da floresta Caatinga
(CA) por ponto de coleta no sitio Volta do Enjeitado, zona rural de Triunfo, Pernambuco, Brazil
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A COP/ SAF8/ SAF24/ CA/
mostra de localizacéo localizacéo localizagdo localizagdo
solo geografica geografica geografica geogréfica
N Sideroxy
_ Gliricidia o
Anacardium ) lon obtusifolium
) sepium (Jacq.)
occidentale L., (Roem. &
Zea ] Kunth ex Walp,
Opuntia ) Schult.) T.D.
mays L. e o Opuntia
] cochenillifera o Penn.,
Manihot ] ] cochenillifera (L.) ] ]
(L) Mill., Mimosa ~ Schinopsis
1 esculenta o Mill.,  Triplaris o
caesalpiniifolia ] brasiliensis
Crantz/ gardneriana
Benth., Annona ) Engl., Coutarea
07.91779 S, Wedd., Lithrea
squamosa L. / ) hexandra
038.04833 W molleoides (Vell.)
0791776 S, Schum. /
Engl. / 0791846 S,
03804864 W 0791505 S,
03804819 W.
03805006 W
Mangifera o
o Gliricidia
indica L., A _ (Jaca)
sepium acq.
occidentale L., P |
Kunth ex Walp, Croton
Samanea saman ] ]
Opuntia conduplicatus
(Jacq.) Merr., .
_ cochenillifera Kunth.,
Mimosa )
o (L.) Mill., Pseudobombax
caesalpiniifolia _ )
_ Anacardium marginatum
Zea Benth., Citrus _ )
) occidentale L., (A.St.-Hil.,
mays L./ reticulat  Blanco,
o Mimosa Juss. &
07.91767 S, Talisia  esculenta o
caesalpiniifolia Cambess.) A.
038.04816 W (Cambess.) Radlk.,
_ Benth., Leucaena Robyns.,
Euphorbia
leucocephala Amburana
heterophylla L., ) )
(Lam.) de Wit, cearensis A.C.
Handroanthus albus _
Hymenaea Smith /0791444
(Cham.) Mattos, _
courbaril L. / S, 03805033 W
Ananas  comosus
0791806 S,
(L)  Merr.,, A
03804782 W

squamosa L., O.
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cochenillifera
(L.) Mill. /0791832
S, 03804845 W

A. squamosa

L., Anacardium

occidentale L., N )
_ Gliricidia Commip
Mimosa _
o sepium (Jacg.) hora
caesalpiniifolia
~ Kunth ex Walp, leptophloeos
Zea Benth., Opuntia
Samanea saman (Mart.) J.B.

) ) (Jacq.) Merr., Gillett, Schinus
Opuntia (L.) Mill.,, Morus o
Leucaena terebinthifolius

mays L. e cochenillifera

3 cochenillifera alba L., Citrus )
) ) ) leucocephala Raddi,
(L)  Mill./ sinensis L. Osbeck.,

o (Lam.) de Wit, Aspidosperma
07.91757 'S, Malpighia _ _
Eugenia uniflora carapanauba

03804796 W  punicifolia L., _
o L. / 0791806 S, Pichon /
Copernicia
_ _ 03804758 W 0791492 S,
prunifera  (Miller)
03805031 W

H. E Moore /
0791804 S,
03804853 W

3.2. Isolamento dos fungos

Um volume de 25 g de cada amostra de solo foi medido em um copo de Becker de 50
mL graduado, foram adicionados em um frasco de Erlenmeyer contendo 225 mL de agua
destilada esterilizada para homogeneizagédo da suspensdo. No total foram feitas trés diluicdes,
a contar do frasco de Erlenmeyer, transferindo 1 mL para outros 2 tubos de ensaio com 9 mL
de agua destilada esterilizada cada. O indculo em placa de Petri contendo &gar Sabouraud +
cloranfenicol (170 mg. mL™) + rosa bengala (0,05 mL.L™) ocorreu com a transferéncia de 1
mL da solucdo diluida no dltimo tubo de ensaio. Foi realizada trés repeticbes de dilui¢do
seriada. Em seguida, as placas de Petri foram incubadas a 28 °C por 10 dias.

Apos os 10 dias de crescimento, houve uma triagem em cada placa para analisar as
caracteristicas morfoldgicas das colbnias e esporos, sendo necessario para ndo acontecer de

espécies idénticas em uma Unica placa serem purificadas. A etapa de purificacdo foi feita em
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agar Sabouraud + cloranfenicol (170 mg. mL™) por repicagens sucessivas até a obtengdo das
culturas axénicas. Apos isso, foram estocadas em glicerol e armazenadas em geladeira (4 °C)

até a etapa de identificacéo.

3.3. Identificacéo taxondmica

3.3.1. Analise morfoldgica

Para a identificacdo dos fungos penicilidides, utilizou-se dois tipos de analises, uma de
caracteristicas macroscopicas, como coloracdo, aspecto e didmetro das colbnias e a outra
baseada em aspectos microscopicos (microestruturas somaticas e reprodutivas) de acordo com
a literatura especializada. Para analisar os aspectos microscopicos foi empregada a técnica de
cultura sob laminula, em que fragmentos do material fungico foram transferidos para pontos
equidistantes da placa de Petri contendo meio de cultura Extrato de Malte e Agar (MEA) e
sobre cada porcéo foi colocada uma laminula ja esterilizada. Apos 7 dias de incubacdo em 25
°C, as laminulas foram retiradas da placa e postas de forma invertida sobre uma lamina corada
com uma gota de acido latico e observadas ao microscopio Optico. Os espécimes estdo
depositados em colecdo de cultura particular no Laboratorio de Fungos Fitopatogénicos e
Biocontroladores, Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, Recife
- PE.

3.3.2. Analise molecular

3.3.2.1. Extracdo e amplificacdo de DNA

Para extracdo de DNA, foi utilizado o Kit Wizard Genomic DNA Purification. Os
microrganismos foram cultivados em tubo com meio liquido a base de batata dextrose (BD) e
armazenados em BOD a 27 °C. Depois de cinco dias, o micélio foi coletado e repassado para
tubo de extracdo com pérolas de vidro. Apds o material fungico ser macerado, foi colocado em
banho maria por 30 minutos a uma temperatura de 65 °C. Em seguida, foi adicionado 500 pL
de solugéo de lise nuclear (Nuclei Lysis Solution), colocadas em Fastprep e incubadas de 15—
30 minutos no banho seco a 65 °C. Adicionou-se 200 pL de solucdo de precipitagcdo de
proteinas, e foi realizado o processo de homogeneizacdo no virtex em velocidade alta por 10

segundos e, logo depois, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1400 rpm. O
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sobrenadante foi transferido em 500 pL para novos tubos de 1,5 mL, contendo 500 pL de
isopropanol frio. Posteriormente, é incubado no freezer por 20 min e, novamente centrifugado
a 1400 rpm por 5 min, ocorrendo assim a formacéo do pellet. O sobrenadante é descartado do
tubo, o material passa por lavagem com etanol 70 % resfriado, vai para a centrifugacéo e, em
seguida, passa por banho seco. Apo6s a secagem, 0 material genético € armazenado no freezer
em uma solugdo para reidratagdo. Para confirmar a presenca de DNA e estimar sua
concentracdo, foi realizada eletroforese em gel de agarose, com posterior visualizagdo em
transiluminador.

O processo de PCR (Polimerase Chain Reaction - reacdo em cadeia da polimerase) foi
realizado através da preparacdo de um volume total de 15 puL com as seguintes concentraces
iniciais dos reagentes: MgCl, (10X), dNTP 10 pL, primer F-5’3” 5 uL, primer R-3°5" 5 pL,
enzima Taq Polimerase 5 uL. Estes reagentes foram diluidos em &gua ultrapura e um volume
final de 1,5 pL de DNA previamente diluido foi usado para complementacdo do volume total
de 15 pL. Foram realizados 35 ciclos com as seguintes temperaturas e tempos: 94 °C por 45 s
(desnaturacdo), 55 °C por 45 s (anelamento), 72 °C por 60 s (extensdo). A regido B-tubulina
(BenA) foi escolhida para amplificacao, utilizando os primers Bt2a e Bt2b (HOUBRAKEN et
al. 2019), devido a sua alta capacidade de definicdo de espécies de e por ser considerada a
regido Barcode do género Penicillium (ALVES et al, 2022). Posteriormente, as amostras foram
submetidas ao processo de sequenciamento na Plataforma Multiusuarios de Sequenciamento
do Centro de Biociéncias da UFPE (Recife, Brasil).

3.3.2.2. Analises filogenéticas

Eletroferogramas foram editados no Sequencher 4.7 (Gene Codes Corp., Ann Arbor,
Michigan) e exportados como arquivos fasta. As sequéncias obtidas foram alinhadas com outras
recuperadas dos Bancos de Dados, como Genbank, utilizando a ferramenta de alinhamento
Muscle (EDGAR, 2004) implementada no MEGA v. 7 (KUMAR et al., 2016). Arvores
filogenéticas foram construidas por meio do método maxima verossimilhanca (MV) com 1000
reamostragens de bootstrap. A selecdo do modelo de substituicdo nucleotidica para a analise de
MV foi determinada pelo jModelTest2 v. 2.1.10 (DARRIBA et al., 2012) e os filogramas foram
construidos na Plataforma CIPRES Science Gateway (MILLER et al., 2012) usando RAXML-
HPC BlackBox (8.2.10) (STAMATAKIS, 2014).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
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Num total de 53 isolados fungicos penicilidides armazenados em glicerol obtidos dos
diferentes sistemas de uso do solo estudados, 11 perderam sua viabilidade, restando 42 isolados.
Ap0Os 0 agrupamento por meio da comparacao morfoldgica, totalizou-se 25 espécimes de fungos
penicilidides. Com o auxilio da amplificacdo do DNA e sequenciamento da regido génica
Betatubulina, de 25 espécimes penicilidides, oito sdo espécies de Penicilllum Link, sete
pertencentes ao subgénero Aspergilloides (Penicillium cinnamopurpureum, P. citrinum, P.
jenningsiae, P. rotoruae, P. menonorum, P. guanacastense e P. onobense) e uma ao subgénero
Penicillium (Penicillium chrysogenum) nos diferentes sistemas agricolas estudados e na floresta
Caatinga (Tabela 2) (Figuras 7, 8, 9 e 10).

Tabela 2 - Espécies de Penicillium Link isoladas de solo de consércio de plantas com 15 anos de implantacédo
(COP15), de Agrofloresta com 8 anos de implantacdo (SAF8), de Agrofloresta com 24 anos de implantacéo
(SAF24) e de fragmento de Mata Caatinga (CA) localizados sitio VVolta do Enjeitado, na zona rural de Triunfo,
Pernambuco, Brasil, representados com seus respectivos codigos particular localizados no Laboratério de
Fungos Fitopatogénicos e Biocontroladores, departamento de Micologia, UFPE

Espécies de Penicillium COP15 SAF8 SAF24 CA
Secao Aspergilloides

Penicillium cinnamopurpureum 001H8 001H8
Penicillium citrinum 002G5 002H2
Penicillium jenningsiae 00119

Penicillium rotoruae 003A8

Penicillium menonorum 002D5

Penicillium guanacastense 004B6
Penicillium onobense 00215

Secéao Penicillium

Penicillium chrysogenum 001B1 001D6

O Consoércio e o fragmento de Mata de Caatinga foram as areas que tiveram as menores
ocorréncias de espécies de Penicillium em relacdo aos SAFs. A menor diversidade de espécies
de Penicillium encontradas nesses locais pode estar associado a comunidade de plantas desses
ambientes, no qual de acordo com Park et al. (2020), para cada espécie de planta pode existir
uma interacdo com uma espécie de Penicillium, o que denota que, uma maior variedade de
plantas presentes no local, relaciona-se com uma maior quantidade de espécies de Penicillium.
Essa relacdo pode ser potencialmente observada nos ambientes de SAFs em decorréncia da sua
maior variedade de plantas (ALVES et al. 2021).
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No COP15 foi encontrada uma espécie da Secao Aspergilloides (P. citrinum), no SAF8
foram encontradas trés espécies da Secdo Aspergilloides (P. rotoruae, P. menonorum, P.
onobense) e uma da Secdo Penicillium (P. chrysogenum), no SAF24 também foram registradas
quatro espécies, trés da Secdo Aspergilloides (P. cinnamopurpureum, P. citrinum e P.
jenningsiae) e uma da Secdo Penicillium (P. chrysogenum) e na Floresta de Caatinga duas
espécies da Secdo Aspergilloides (P. cinnamopurpureum e P. guanacastense).

A diferenca entre manejos do solo, como a introducdo de matéria organica
periodicamente, podas frequentes e aplicacdo de insumos livres de agrotdxicos nos sistemas
agricolas influenciam diretamente a ocorréncia ou ndo de determinadas espécies no solo
(ALVES et al. 2021; RAMOS et al. 2021). Os fungos desse género atuam como agentes
ecolégicos muito importantes, a presenca deles no solo influencia diretamente na aptidédo e
adaptabilidade das plantas atraves de uma serie de mecanismos, um deles é solubilizacdo de
fosfato e outras substancias como cobre, ferro e zinco que auxiliam no crescimento da
vegetacdo. Devido a sua flexibilidade morfologica a mudancas abioticas, torna-se dificil a
identificacdo desses organismos em nivel de espécie. No entanto, com a introducédo de analises
filogenéticas junto a morfologia na identificagdo desses organismos, contribui para o aumento
dos estudos realizados nessa area (PARK et al. 2021). A taxonomia é primordial para 0 avanco
da biotecnologia, farmacologia, economia e diversos outros campos de estudo.

Uma variedade de espécies de Penicillium mostra a capacidade de fornecer tolerancia
ao seu hospedeiro em decorréncia de estresse. 1sso acontece porque o fungo tem o potencial de
sintetizar compostos bioativos e produzir metabdlitos secundarios (CHAUDHARY et al. 2018).
A maioria dos fungos estudados neste trabalho pertence a grupos comumente encontrados no
solo, auxiliando as plantas em relacdo a disponibilizacdo de nutrientes, protecdo contra acao
patogénica de outros microorganismos no solo e auxiliando no processo de liberacdo de
fitohormdnios que ajudam no crescimento sadio destas plantas, aumentando a produtividade
agricola (HOUBRAKEN & SANSOM, 2011; ALVES et al, 2021).

Figura 7 - Topografia 1 da &rvore filogenética construida pelo método de Bayesiana das espécies de Penicillium
Link isoladas de solo de consdrcio de plantas com 15 anos de implantacdo (COP15), de Agrofloresta com 8 anos
de implantacdo (SAF8), de Agrofloresta com 24 anos de implantagdo (SAF24) e de fragmento de Mata Caatinga
(CA) localizados sitio Volta do Enjeitado, na zona rural de Triunfo, Pernambuco, Brasil, representados com seus
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respectivos cédigos particular localizados no Laboratdrio de Fungos Fitopatogénicos e Biocontroladores,
departamento de Micologia, UFPE

MG906530.1 Penicillium sp. isolate T15.218 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
MG906529.1 Penicillium sp. isolate T143.177 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
MG906531.1 Penicillium sp. isolate T49.182 beta-tubulin (tub2) gene partial cds

KY469087.1 Penicillium brasilianum strain KAS7777 beta-tubulin gene partial cds P. brasilianum
KY172965.1 Penicillium paraherquei strain NRRL 66391 beta-tubulin gene partial cds
MK451225.1 Penicillium brasilianum strain CMV011H7 beta-tubulin gene partial cds
MK450927.1 Penicillium brasilianum strain CMV002C3 beta-tubulin gene partial cds

P. onobense

MK451276.1 Penicillium brasilianum strain CMV013F9 beta-tubulin gene partial cds
MT957436.1 Penicillium onobense strain CNO14H3 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
MK451076.1 Penicillium onobense strain CMV006B5 beta-tubulin gene partial cds

00215 Penicillium onobense

R012-B8

R012-C7
43 100

R BO10A7

R014-B9
003A8 Penicillium rotoruae
KX961249.1 Penicillium oxalicum strain CGMCC 3.18187 beta-tubulin gene partial cds
KX961245.1 Penicillium oxalicum strain CGMCC 3.18181 beta-tubulin gene partial cds
34 40 KX961252.1 Penicillium oxalicum strain CGMCC 3.18191 beta-tubulin gene partial cds il
28 [[ KX961247.1 Penicillium oxalicum strain CGMCC 3.18184 beta-tubulin gene partial cds
KX961244.1 Penicillium oxalicum strain CGMCC 3.18180 beta-tubulin gene partial cds
KX961250.1 Penicillium oxalicum strain CGMCC 3.18189 beta-tubulin gene partial cds
KX961243.1 Penicillium oxalicum strain CGMCC 3.18171 beta-tubulin gene partial cds
HQ646569.1 Penicillium pimiteouiense culture-collection NRRL:25542 beta-tubulin gene partial cds

| o HQ646567.1 Penicillium pimiteouiense culture-collection NRRL:2063 beta-tubulin gene partial cds
002D5 Penicillium menonorum

0L652650.1 Penicillium menonorum isolate NK65 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
HQ646573.1 Penicillium menonorum culture-collection NRRL:50410 beta-tubulin gene partial cds

P.menorum

HQ646572.1 Penicillium menonorum culture-collection NRRL:35663 beta-tubulin gene partial cds
| 1329
10011309
61 | JN625967.1 Penicillium guanacastense strain DAOM 239912 beta-tubulin (benA) gene partial cds

|

004B6 Penicillium guanacastense
KF302637.1 Penicillium guanacastense strain AS3.15350 beta-tubulin (benA) gene partial cds
64! MK682856.1 Penicillium guanacastense strain SFC100711 beta-tubulin (BenA) gene partial cds

P. guanacastense

MK451133.1 Penicillium magnielliptisporum strain CMV00711 beta-tubulin gene partial cds

R BO10H3

JN686384.1 Penicillium sclerotiorum strain CBS 258.55 beta-tubulin (benA) gene partial cds
95 1 JN686385.1 Penicillium sclerotiorum strain CBS 118889 beta-tubulin (benA) gene partial cds
RO13-F7
85L R014-B7

continuagao em figura 8

Figura 8 - Topografia 2 da &rvore filogenética construida pelo método de Bayesiana das espécies de Penicillium
Link isoladas de solo de consdrcio de plantas com 15 anos de implantacdo (COP15), de Agrofloresta com 8 anos
de implantacdo (SAF8), de Agrofloresta com 24 anos de implantagdo (SAF24) e de fragmento de Mata Caatinga
(CA) localizados sitio Volta do Enjeitado, na zona rural de Triunfo, Pernambuco, Brasil, representados com seus
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respectivos cédigos particular localizados no Laboratdrio de Fungos Fitopatogénicos e Biocontroladores,

departamento de Micologia, UFPE

96

78| RO13-A2
RO15-12

001H8 Penicillium cinnamopurpureum

100

00119 Penicillium jenningsiae

002H2 Penicillium citrinum

4| 002G5 Penicillium citrinum
15 28— R012-J10

001E7 Penicillium chrysogenum

100

001D6 Penicillium chrysogenum

—— RO15-F3
RBO07C7
To| RB008GE
2 3o RBOOSF3

67! RB007G7

98 | MG600566.1 Penicillium gravinicasei strain NRRL 66734 beta-tubulin gene partial cds
_| MG600565.1 Penicillium gravinicasei strain NRRL 66733 beta-tubulin gene partial cds
96 | EF506218.1 Penicillium parvulum isolate NRRL 35504 beta tubulin gene partial cds
0K245354.1 Penicillium parvulum strain IRAN 4061C beta-tubulin (BenA) gene partial cds

EF506217.1 Penicillium cinnamopurpureum isolate NRRL 35503 beta tubulin gene partial cds

MZ027939.1 Penicillium cinnamopurpureum strain DTO 438-E1 beta-tubulin (benA) gene partial cds

EF506216.1 Penicillium cinnamopurpureum isolate NRRL 35502 beta tubulin gene partial cds

MK450964.1 Penicillium cinnamopurpureum strain CMVO003F4 beta-tubulin gene partial cds P. cinnamopurpureum

15} EF506215.1 Penicillium cinnamopurpureum isolate NRRL 35500 beta tubulin gene partial cds
10' EF506214.1 Penicillium cinnamopurpureum isolate NRRL 35501 beta tubulin gene partial cds
JX141028.1 Penicillium sumatraense strain CV0503 beta-tubulin gene partial cds
JX141030.1 Penicillium sumatraense strain CV1828 beta-tubulin gene partial cds
a2 OL741657.1 Penicillium jenningsiae strain BRIP 45936a beta-tubulin gene partial cds
KX961237.1 Penicillium sumatraense strain CGMCC 3.18167 beta-tubulin gene partial cds
MHO047321.1 Penicillium steckii isolate MUT 3495 beta-tubulin (Tub) gene partial cds

JN606634.1 Penicillium sumatrense strain DTO 78A8 beta-tubulin (Tub) gene partial cds
JX141029.1 Penicillium sumatraense strain CV0684 beta-tubulin gene partial cds

98 . JX141026.1 Penicillium sumatraense strain CV0179 beta-tubulin gene partial cds

95 JN606644.1 Penicillium sumatrense strain CBS 127362 beta-tubulin (Tub) gene partial cds
MZ027953.1 Penicillium citrinum strain DTO 438-F7 beta-tubulin (benA) gene partial cds
MZ027967.1 Penicillium citrinum strain DTO 438-H3 beta-tubulin (benA) gene partial cds
MZ027946.1 Penicillium citrinum strain DTO 438-E9 beta-tubulin (benA) gene partial cds

86 [ MZ027962.1 Penicillium citrinum strain DTO 438-G7 beta-tubulin (benA) gene partial cds
MZ027965.1 Penicillium citrinum strain DTO 438-H1 beta-tubulin (benA) gene partial cds
MZ027911.1 Penicillium citrinum strain DTO 438-A9 beta-tubulin (benA) gene partial cds
o MZ027959.1 Penicillium citrinum strain DTO 438-G4 beta-tubulin (benA) gene partial cds

MN395864.1 Penicillium rubens strain DTO236B7 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
48| MN395861.1 Penicillium rubens strain DTO236A4 beta-tubulin (tub2) gene partial cds

MN395867.1 Penicillium rubens strain DTO236C7 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
MN395846.1 Penicillium chrysogenum strain DTO23511 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
= AY495981.1 Penicillium chrysogenum strain CBS 306.48 beta tubulin gene partial cds

36| |KY469116.1 Penicillium chrysogenum strain KAS7882 beta-tubulin gene partial cds
95 | KY469105.1 Penicillium chrysogenum strain KAS7727 beta-tubulin gene partial cds

Continuagao em figura 9

Figura 9 - Topografia 3 da &rvore filogenética construida pelo método de Bayesiana das espécies de Penicillium
Link isoladas de solo de consdrcio de plantas com 15 anos de implanta¢do (COP15), de Agrofloresta com 8 anos
de implantacdo (SAF8), de Agrofloresta com 24 anos de implantagdo (SAF24) e de fragmento de Mata Caatinga
(CA) localizados sitio Volta do Enjeitado, na zona rural de Triunfo, Pernambuco, Brasil, representados com seus
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respectivos cédigos particular localizados no Laboratdrio de Fungos Fitopatogénicos e Biocontroladores,
departamento de Micologia, UFPE

FJ515300.1 Talaromyces trachyspermus strain IHEM 18225 beta-tubulin gene partial sequence
MK451251.1 Talaromyces trachyspermus strain CMV012E7 beta-tubulin gene partial cds
OK338800.1 Talaromyces trachyspermus strain DTO 149-H6 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
002C8 Talaromyces trachyspermus
35|l MK451250.1 Talaromyces trachyspermus strain CMV012E6 beta-tubulin gene partial cds
AY753371.1 Talaromyces trachyspermus strain CBS 373.48 beta-tubulin gene partial sequence
- MK451249.1 Talaromyces assiutensis strain CMV012E5 beta-tubulin gene partial cds
ON569414.1 Talaromyces trachyspermus strain AS3.16286 beta-tubulin (BenA) gene partial cds
MK451117.1 Talaromyces assiutensis strain CMV007A4 beta-tubulin gene partial cds
MK451248.1 Talaromyces assiutensis strain CMV012E4 beta-tubulin gene partial cds
MT433466.1 Talaromyces trachyspermus strain DTO 400-13 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
37 KJ775195.1 Talaromyces diversus strain DTO 133E4 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
52 | KJ775193.1 Talaromyces diversus strain DTO 13116 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
37 100 |' KJ775194.1 Talaromyces diversus strain DTO 133A7 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
KJ775205.1 Talaromyces diversus strain DTO 244E6 beta-tubulin (tub2) gene partial cds

002J5 Talaromyces diversus
88 KJ775204.1 Talaromyces albobiverticillius strain DTO 180B5 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
KF114777.1 Talaromyces albobiverticillius strain CBS133441 beta tubulin gene partial cds

MW507823.1 Talaromyces albobiverticillius strain TA-8 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
MW507822.1 Talaromyces albobiverticillius strain TA-2 beta-tubulin (tub2) gene partial cds

8 d ON569413.1 Talaromyces rubrifaciens strain AS3.16269 beta-tubulin (BenA) gene partial cds
KX961220.1 Talaromyces albobiverticillius strain CGMCC 3.18205 beta-tubulin gene partial cds
KX961223.1 Talaromyces albobiverticillius strain CGMCC 3.18207 beta-tubulin gene partial cds

44
KJ775216.1 Talaromyces albobiverticillius strain DTO 269H7 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
27- KF114784.1 Talaromyces albobiverticillius strain CBS133452 beta tubulin gene partial cds
& KF114779.1 Talaromyces albobiverticillius strain CBS206.89 beta tubulin gene partial cds

31|| KJ775225.1 Talaromyces albobiverticillius strain DTO 270B8 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
60 ! 002H9 Talaromyces rubrifaciens
99 | KP765381.1 Talaromyces neofusisporus strain AS3.15415 BenA gene partial cds
82 00216 Talaromyces neofusisporus
LT898321.1 Talaromyces muroii partial tubb gene for beta tubulin strain FMR 15496
L 99 1 KJ865727.1 Talaromyces muroii strain CBS 756.96 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
I— MH287203.1 Talaromyces amestolk.iae .isolate NRRL 62294 beta‘tubulvin gene part.ial cds COntinU aQéO em ﬁgura 1 O
99 L MH287201.1 Talaromyces amestolkiae isolate NRRL 62292 beta-tubulin gene partial cds

Figura 10 - Topografia 4 da arvore filogenética construida pelo método de Bayesiana das espécies de
Penicillium Link isoladas de solo de consorcio de plantas com 15 anos de implantagdo (COP15), de Agrofloresta
com 8 anos de implantagdo (SAF8), de Agrofloresta com 24 anos de implantagdo (SAF24) e de fragmento de
Mata Caatinga (CA) localizados sitio Volta do Enjeitado, na zona rural de Triunfo, Pernambuco, Brasil,
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representados com seus respectivos cédigos particular localizados no Laboratdrio de Fungos Fitopatogénicos e
Biocontroladores, departamento de Micologia, UFPE

65 | MW900248.1 Talaromyces verruculosus isolate CNO06G9 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
-I MW900244.1 Talaromyces verruculosus isolate CNO06G1 beta-tubulin (tub2) gene partial cds

002B5 Talaromyces yunnanensis

KF741913.1 Talaromyces verruculosus strain CBS 254.56 beta-tubulin gene partial cds

32| KJ775191.1 Talaromyces verruculosus strain DTO 129H4 beta-tubulin (tub2) gene partial cds(2)

KJ775191.1 Talaromyces verruculosus strain DTO 129H4 beta-tubulin (tub2) gene partial cds

00214 Talaromyces verruculosus

004B4 Talaromyces yunnanensis

26| ON569429.1 Talaromyces verruculosus strain AS3.16273 beta-tubulin (BenA) gene partial cds
82 64 -{ ON569429.1 Talaromyces verruculosus strain AS3.16273 beta-tubulin (BenA) gene partial cds(2)
ON703612.1 Talaromyces yunnanensis strain JGT1-103 beta-tubulin (Bena) gene partial cds
MT161683.1 Talaromyces yunnanensis strain KUMCC 18-0208 beta-tubulin gene partial cds
5:6; MT161683.1 Talaromyces yunnanensis strain KUMCC 18-0208 beta-tubulin gene partial cds(2)
ON569430.1 Talaromyces yunnanensis strain CGMCC 3.12690 beta-tubulin (BenA) gene partial cds

09 ON569430.1 Talaromyces yunnanensis strain CGMCC 3.12690 beta-tubulin (BenA) gene partial cds(2)

KF741928.1 Talaromyces verruculosus strain NRRL1050 beta-tubulin gene partial cds
44! KF741928.1 Talaromyces verruculosus strain NRRL1050 beta-tubulin gene partial cds(2)
{ ONb569427.1 Talaromyces stellenboschensis strain CGMCC 3.16194 beta-tubulin (BenA) gene partial cds

(5}

51 MK451199.1 Talaromyces stellenboschensis strain CMV011D4 beta-tubulin gene partial cds

44 1 003F9 Talaromyces liani
12 |— 001A1 Talaromyces pinophilus

50 7 MH909389.1 Talaromyces pinophilus isolate NRRL 62195 beta-tubulin (BT2) gene partial cds
i 00112 Talaromyces annesophieae
8 MH909370.1 Talaromyces pinophilus isolate NRRL 58022 beta-tubulin (BT2) gene partial cds
MH909398.1 Talaromyces pinophilus isolate NRRL 62281 beta-tubulin (BT2) gene partial cds
MNB863339.1 Talaromyces brevis strain DTO 307-C1 beta-tubulin (BenA) gene partial cds

Talaromyces pinophilus

74

002C10 Talaromyces soli
MH792937.1 Talaromyces pratensis isolate NRRL 62126 beta-tubulin (BT2) gene partial cds

MZ027968.1 Talaromyces sayulitensis strain DTO 439-E1 beta-tubulin (benA) gene partial cds
98
~{ 002E9 Talaromyces soli
OK338784.1 Talaromyces sayulitensis strain DTO 304-E4 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
623

MH792943.1 Talaromyces lentulus isolate NRRL 62143 beta-tubulin (BT2) gene partial cds
—I MH792935.1 Talaromyces lentulus isolate NRRL 62119 beta-tubulin (BT2) gene partial cds
1 MH792948.1 Talaromyces pratensis isolate NRRL 62170 beta-tubulin (BT2) gene partial cds
6|, MH792959.1 Talaromyces stollii isolate NRRL 62298 beta-tubulin (BT2) gene partial cds
MH792945.1 Talaromyces stollii isolate NRRL 62160 beta-tubulin (BT2) gene partial cds
MH792936.1 Talaromyces stollii isolate NRRL 62122 beta-tubulin (BT2) gene partial cds
MH792934.1 Talaromyces stollii isolate NRRL 62104 beta-tubulin (BT2) gene partial cds
2 MH792949.1 Talaromyces stollii isolate NRRL 62171 beta-tubulin (BT2) gene partial cds
3|;r\/IH792907A1 Talaromyces stollii isolate NRRL 1768 beta-tubulin (BT2) gene partial cds
9 MH792942.1 Talaromyces stollii isolate NRRL 62142 beta-tubulin (BT2) gene partial cds

w

00217 Paecilomyces formosus

0.050

PENICILLIUM LINK, MAG. GESELL. NATURF. FREUNDE, BERLIN 3(1-2): 16 (1809)

PENICILLIUM SUBG. ASPERGILLOIDES PITT, THE GENUS PENICILLIUM: 169. 1980 [1979].
MycoBANK MB832951.
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= Eupenicillium sect. Pinetorum (Pitt) Stolk & Samson, Stud. Mycol. 23: 88. 1983.
Tipo: Penicillium aurantiobrunneum Dierckx, Ann. Soc. Sci. Bruxelles 25: 86. 1901
(= Penicillium glabrum).

Secdo Cinnamopurpurea Houbraken & Samson, Stud. Mycol. 70: 34. 2011.

Tipo: Penicillium cinnamopurpureum Udagawa, J. Agric. Food Sci., Tokyo 5: 1. 1959.

Série Cinnamopurpurea Houbraken & Frisvad.

1. Penicillium cinnamopurpureum Udagawa, J. Agric. Food Sci., Tokyo 5: 1. 1959.
(Figura 4D)

Esta espécie apresentou coldnia marrom/ rosada puverulenta, com exudatos, reverso
roxo e meio pigmentado com roxo beterraba. Conidios hialinos, 2 um, com formato oval
irregular, fialides ampuliformes medindo até 12 pm, conidiéforos medindo até 100 pm.
Penicillium cinnamopurpureum foi validado por Udagawa (1959). Stolk e Samson (1983)
considerararm P. dierckxii o anamorfo de Eupenicillium cinnamopurpureum e Pitt (1980)
sinonimizou P. phoeniceum a E. cinnamopurpureum. De acordo com Houbraken e Samson
(2011) P. cinnamopurpureum (CBS 847.68) e E. cinnamopurpureum (CBS 490.66) sdo

similares.

Secdo Citrina Houbraken & Samson, Stud. Mycol. 70: 40. 2011.
Tipo: Penicillium citrinum Thom, U.S.D.A. Bur. Animal Industr. Bull. 118: 61. 1910.

Série Citrina Raper & Thom ex Pitt, The Genus Penicillium: 290. 1980 [1979].

=Penicillium ser. Implicata Raper & Thom ex Pitt, The Genus Penicillium: 191. 1980
[1979].

Tipo: Penicillium citrinum Thom, U.S.D.A. Bur. Animal Industr. Bull. 118: 61. 1910.

2. Penicillium citrinum Thom, Bull. U.S. Department of Agriculture, Bureau Animal
Industry 118: 61 (1910) (Figuras B e C)

= Penicillium baradicum Baghd., Nov. sist. Niz. Rast., 1968 5: 107 (1968)
= Penicillium botryosum Bat. & H. Maia, Anais Soc. Biol. Pernambuco 15(1): 157 (1957)
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Penicillium  sartoryi  Thom [as ‘'sartorii’], The Penicillia: 233 (1930)
Penicillium steckii K.W. Zaleski, Bull. Acad. Polon. Sci., Math. et Nat., Sér. B: 469 (1927)

Esta espécie apresentou colnia verde lim&o, reverso branco e sem pigmento no meio.
Conidios hialinos esverdeados, 2 um, com formato oval, fialides ampuliformes hialinas
esverdeadas medindo até 10 um, conidi6foro biverticilado medindo até 100 um. Espécies do
género citrinum sdo comumente encontrados no solo e possuem majoritariamente conidiéforo

biverticilar simétrico. Esta se¢do corresponde ao grupo 1 de Peterson (2000a).

3. Penicillium jenningsiae Y.P. Tan, Bishop-Hurley, E. Lacey & R.G. Shivas, in Tan
& Shivas, Index of Australian Fungi 3: 8 (2022)

Com base na arvore filogenética, a espécie mais proxima de P. jenningsie é P.
sumatraense. Na literatura, as colonias crescidas em MEA de P. sumatraense séo descritas com
uma textura de floccose, os conidios apresentam coloracdo verde-azulado, verde-claro ou
verde-acinzentado. Conidioforos biverticilados, ocasionalmente com um ramo adicional,
estipes lisos ou paredes finamente rugosas com 2,0-3,0 um de largura. Métulas vesiculadas
(10-) 12-16 x 2,0-3,0 um. Fialides ampuliforme, 8,0-10 x 2—3,5 um. Conidios subglobosos
ou elipsoidais, finamente rugosos, eventualmente liso, 2,0-2,5 um de didmetro (SMIRI et al.
2021).

4. Penicillium rotoruae O'Callahan & Vaidya, in O'Callahan, Vaidya, Donaldson &
Singh, Curr. Microbiol. 77: 4131 (2020)

Em MEA, esta espécie é relatada na literatura com coldnias de textura aveludada branca,
coloracdo laranja-salmdo reverso para laranja-salméo claro. O centro contorcido com varias
arestas rachadas, ligeiramente deprimidas; sem conidiogénese Obvia. Conidiéforos
principalmente monoverticilados e eventualmente divaricatos ou biverticilados 41-84 pm x
2,0-3,0 um, estipes de parede lisa na maioria das vezes, podendo ocorrer também em formato
fino e rugoso 6,0-13,0 um x 2,0-3,5 um. Conidios subglobosos a ligeiramente ovoide com
paredes lisas 3,0-4,0 um x 2,0-3,5 um (O’CALLAHAN et al. 2020)

Secéo Exilicaulis Pitt, The Genus Penicillium: 205. 1980 [1979]. MycoBank
MB832954.
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=Eupenicillium sect. Lapidosa (Pitt) Stolk & Samson, Stud. Mycol. 23: 55. 1983.
Tipo: Penicillium restrictum J.C. Gilman & E.V. Abbott, lowa State Coll. J. Sci. 1: 297.
1927.

Série Erubescentia (Pitt) Houbraken & Frisvad, comb. nov. MycoBank MB834273.

= Eupenicillium ser. Erubescentia Pitt, The Genus Penicillium: 70. 1980 [1979].

Tipo: Eupenicillium erubescens D.B. Scott, Mycopathol. Mycol. Appl. 36: 14. 1968.
MycoBank MB330727.

5. Penicillium menonorum S.W. Peterson, in Peterson, Orchard & Menon, IMA Fungus
2(2): 122 (2011) (Figura 4A)

Em MEA a colonia chegou a atingir 17-19 mm de didmetro, micélio frouxamente
entrelagcado, lanoso, umbonado com 3—4 mm de profundidade no centro, esporulacdo moderada,
branco na periferia, cor cinza no centro; sem exsudato ou pigmentos soliveis; sem esclerddios

ou ascomas; castanho amarelado reverso centralmente a amarelo acastanhado na periferia.

Secédo Sclerotiorum [como “Sclerotiora”] Houbraken & Samson, Stud. Mycol. 70: 32.
2011.

Tipo: Penicillium sclerotiorum J.F.H. Beyma, Zentralbl. Bakteriol. Parasitenk., Abt. 2
96: 418. 1937.

Série Sclerotiorum Houbraken & Frisvad.
Tipo: Penicillium sclerotiorum J.F.H. Beyma, Zentralbl. Bakteriol. Parasitenk., Abt. 2
96: 418. 1937.

6. Penicillium guanacastense K.G. Rivera, M. Urb & Seifert, in Rivera, Diaz,
Chavarria-Diaz, Garcia, Urb, Thorn, Louis-Seize, Janzen & Seifert, Mycotaxon 119: 324 (2012)

Micélio lanoso, puverulento, colora¢do cinza no centro e branca nas bordas, reverso
alaranjado. Conidioforo monoverticilado, estipes medindo de 85-100 x 2.5-3 um, vesicula
terminal medindo 4-5.5 um de largura. Fialides medindo 8.5-12 x 2-3.5 um. Conidios

globosos, 2.5-3.0 um diam.
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Secéo Lanata-Divaricata Thom, The Penicillia: 157, 328. 1930.
= Penicillium sect. Funiculosa Thom, The Penicillia: 157, 358. 1930.

Série Simplicissima Houbraken & Frisvad, ser. nov.
Tipo: Penicillium simplicissimum (Oudem.) Thom, Penicillia: 335. 1930.

7. Penicillium onobense C. Ramirez & A.T. Martinez, Mycopathologia 74(1): 44
(1981) (Figura 4E)

Colbnia algodonosa, branca translucida, com centro amarelado, reverso branco com

centro creme. Esporo elipsoide, verde-hialino, parede lisa, 3,75 pum.

PENICILLIUM SUBGEN. PENICILLIUM [AUTONIMO]
=Penicillium subgen. Eupenicillium Dierckx, Ann. Soc. Sci. Bruxelles 25: 86. 1901.
Tipo: Penicillium expansum Link, Mag. Ges. Naturf. Freunde Berlin 3: 16. 1809.

Secdo Chrysogena Frisvad & Samson, Stud. Mycol. 49: 17. 2004.
Tipo: Penicillium chrysogenum Thom, U.S.D.A. Bur. Animal Industr. Bull. 118: 58. 1910.

Série Chrysogena Raper & Thom ex Stolk & Samson, Adv. Pen. Asp. Syst.: 180. 1986
[1985].
=Penicillium ser. Mononematosa Frisvad, Int. Mod. Meth. Pen. Asp. Clas. 269. 2000.

8. Penicillium chrysogenum Thom, Bull. U.S. Department of Agriculture, Bureau
Animal Industry 118: 58 (1910)
= Penicillium notatum Westling, Ark. Bot. 11(no. 1): 95 (1911)

Colbnia verde, reverso creme aveludada. Conidioéforos quarterverticilados, parede lisa

com fialides em formato de frasco, medindo cerca de 6 um de comprimento.
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Figura 11 - Fotografias das col6nias em MEA de: A - Penicillium menonorum, B-C - Penicillium citrinum, D —
Penicillium cinnamopurpureum, E - Penicillium onobense

5. CONSIDERACOES FINAIS

As espécies de fungos encontradas do género Penicillium sdo associadas ao substrato
solo, bem como a rizosfera. A diversidade de plantas de policultivos, influéncia diretamente na
biodiversidade de espécies de Penicillium local, como também os tipos de manejos
direcionados aquele solo. Por ser um género de alta plasticidade, é considerado dificil sua
identificacdo a nivel de espécies, poréem, analises filogenéticas junto a analises morfolégicas
mostraram ser eficientes para a diferenciagdo desse organismos.
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