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RESUMO

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agtcar do mundo, sendo Pernambuco o sétimo
produtor nacional e o segundo da regido Nordeste. Dentre os residuos gerados pela industria
sucroalcooleira, a vinhaga é o mais importante e é considerado um poluidor. Por outro lado, as
usinas utilizam a vinhaca como adubo para o solo em pousio (sem cana). Porém, toda alteracédo
mecanica e/ou fisico-quimica no ecossistema edafico impacta diretamente as comunidades
microbianas do solo, dentre estas as dos fungos filamentosos pertencentes aos géneros
Penicillium e Talaromyces. A discriminacdo das espécies destes géneros ndo € tarefa facil,
fazendo-se necessaria uma abordagem polifasica (taxonomia classica, analises de biologia
molecular, além de padrdo de extrolitos, como as micotoxinas), para maior robustez na
identificacdo. Diante do exposto, 0s objetivos do presente trabalho foram avaliar a diversidade
e a producdo de micotoxinas por espécies de Penicillium e de Talaromyces em solos usados
para o cultivo de cana-de-acucar (Saccharum officionalis L.) em uma usina de Pernambuco,
Brasil. Os isolados foram obtidos através de dilui¢fes seriadas dos solos e plaqueamento em
meio Agar Sabouraud adicionado de Cloranfenicol. As anélises ecoldgicas foram realizadas
através de indices e com o auxilio do programa estatistico NTSYS. A deteccdo das micotoxinas:
citrinina (CIT), ocratoxina A (OTA), patulina (PAT), acido ciclopiazonico (a-CPA) e acido
penicilico (ACP) foi realizada através de Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de
Massas (LC-MS/MS). No total foram obtidas 1.344 UFC’s, das quais 674 foram provenientes
da area cultivada e 670 da area em pousio. Dezesseis espécies foram prospectadas, destas, sete
novas, sendo uma para Talaromyces e seis para Penicillium. Os indices de diversidade de
espécies e equitabilidade foram similares e elevados para as duas areas analisadas (cultivada e
em pousio), com um discreto aumento para a area cultivada. A Anéalise de Componentes
Principais revelou duas distintas comunidades (&rea cultivada e em pousio). Dentre as cinco
micotoxinas avaliadas, apenas a CIT e a PAT foram detectadas por quatro isolados. Desta
forma, pode-se concluir que solos de cultivo de cana-de-agUcar representam excelentes fontes
de Penicillium e Talaromyces e abrigam espécies raras e/ou ainda nao descritas pela ciéncia.
Solos cultivados com cana-de-agucar e solos em pousio apresentam comunidades Penicillium

e Talaromyces distintas, com algumas poucas espécies produtoras de citrinina e patulina.

Palavras-chave: Biodiversidade. Taxonomia. Fungos Filamentosos. Vinhaga.



ABSTRACT

Brazil is the largest producer of sugarcane in the world, with Pernambuco being the
seventh national producer and the second in the Northeast region. Among the waste generated
by the sugar and alcohol industry, vinasse is the most important and is considered a polluter.
On the other hand, the sugar cane industry use vinasse as fertilizer for fallow soil (without cane).
However, any mechanical and / or physicochemical alteration in the soil ecosystem directly
affects the microbial communities of the soil, among them the filamentous fungi belonging to
the genus Penicillium and Talaromyces. Discrimination of the species of these genera is not an
easy task, requiring a polyphasic approach (classical taxonomy, molecular biology, as well as
an extrolite pattern, such as mycotoxins), for greater robustness in identification. In view of the
above, the objectives of the present work were to evaluate the diversity and production of
mycotoxins by Penicillium and Talaromyces species in soils used for the cultivation of
sugarcane (Saccharum officionalis L.) at a sugar cane industry in Pernambuco, Brazil. The
isolates were obtained by serial dilutions of the soils and plating in Sabouraud agar added with
Chloramphenicol. The ecological analyzes were performed through indexes and with the aid of
the NTSYS statistical program. The detection of mycotoxins: citrinin (CIT), ochratoxin A
(OTA), patulin (PAT), cyclopiazonic acid (a-CPA) and penicillic acid (ACP) was carried out
by Liquid Chromatography Coupled to Mass Spectrometry (LC- MS). In total, 1,344 CFU’s
were obtained, of which 674 were from the cultivated area and 670 from the fallow area. Sixteen
species were prospected, of these, seven new, one for Talaromyces and six for Penicillium. The
species diversity and equitability indexes were similar and high for the two analyzed areas
(cultivated and fallow), with a slight increase for the cultivated area. Principal Component
Analysis revealed two distinct communities (fallow and cultivated area). Among the five
mycotoxins evaluated, only CIT and PAT were detected by four isolates. Thus, it can be
concluded that soils of sugarcane cultivation represent excellent sources of Penicillium and
Talaromyces and harbor rare species and / or not yet described by science. Soils cultivated with
sugarcane and fallow soils show distinct Penicillium and Talaromyces communities, with a few

species producing citrinin and patulin.

Keywords: Biodiversity. Taxonomy. Filamentous Fungi. Vinasse.
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1 INTRODUCAO

A expansdo da demanda mundial por etanol, originaria de fontes renovaveis, associada
as extensas areas cultivaveis e as condi¢des edafoclimaticas favoraveis ao cultivo da cana-de-
acucar, colocam o Brasil como o maior produtor mundial dessa cultura agricola, com grande
importancia para o agronegocio brasileiro e 0 tornam o pais mais promissor para a exportacao
dessa commaoditie (Conab, 2018).

De um modo geral, dentre os fungos que podem ser isolados do solo, como os de cultivos
de cana-de-agUcar destacam-se as espécies de Penicillium e de Talaromyces. A maioria destas
espécies € saprdbia e ndo sdo muito exigentes do ponto de vista nutricional. Estas caracteristicas
conferem as espécies desses géneros a capacidade de crescerem em qualquer ambiente onde
existam quantidades minimas de sais minerais, ou por outro lado, as mais diversas e complexas
fontes de carbono orgéanico. O género Penicillium é de extrema relevancia na natureza, pois as
suas espécies atuam ativamente na degradacdo da matéria organica (Pitt, 1991; Klich, 2002;
Houbraken et al., 2011; Houbraken et al., 2014). Por sua vez, o género Talaromyces também
atua como eximio decompositor de compostos organicos. Além disso, algumas espécies desse
género estdo associadas a micoses fatais em pacientes imunocomprometidos (Guevara-Suarez
etal., 2017).

Devido a grande variabilidade, diversidade fenotipica e genética, ha poucos estudiosos
especialistas nos géneros, principalmente no Brasil. A discriminacdo das espécies deste género
n&o é tarefa facil. O rigor e a estabilidade na sua taxonomia tém por isso importancia préatica.
Trata-se de géneros que agrupam elevado numero de espécies, apresentando muitas delas
grandes semelhancas entre si. Por isso, a taxonomia destes fungos tem sofrido ao longo dos
anos algumas alteragcbes e melhoramentos que estdo sendo introduzidos por diversos
investigadores. Aliada a taxonomia classica, tecnicas que venham compor uma abordagem
polifasica vém sendo utilizadas, tornando robusta a identificacdo das linhagens. Compondo tal
abordagem, sdo utilizadas também analises de biologia molecular com a amplificacéo parcial e
posterior sequenciamento dos gens B-tubulina, calmodulina e regides de ITS, aléem de padréo
de extrolitos, como as micotoxinas (Houbraken et al., 2011).

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios e algumas sdo potenciais agentes nefrotoxicos
e carcinogénicos a humanos e outros animais (Hoeltz et al., 2009). Dentre as micotoxinas
produzidas por Penicillium, destaca-se a patulina, termo-resistente e tolerante as condicdes

4cidas. E produzida por espécies de Aspergillus, Bissochlamys e Penicillium, sendo
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P. expansum a espécie mais estudada quanto a producdo desta micotoxina. Alguns estudos
relatam ser a PAT uma micotoxina teratogénica e genotoxica (Celli et al., 2009).

Outra micotoxina relevante produzida por algumas espécies de Penicillium é a
ocratoxina A, trata-se de uma B-fenilalanina ligada a uma isocumarina. E considerada
citotdxica, nefrotdxica, carcinogénica, teratogénica e imunossupressora, apresentando efeitos
toxicos como danos ao DNA, inibindo sintese protéica, induzindo a peroxidacao de lipidios e
causando estresse oxidativo (Abrunhosa, 2008).

A citrinina € um poliquetidio, que apresenta acdo nefrotdxica. Trata-se de uma
micotoxina produzida princialmente por Penicillium citrinum. Entretanto outras espécies de
Penicillium e até mesmo do género Aspergillus mostraram-se capazes de produzir esta toxina
(Frisvad et al., 2004; 2005).

O acido ciclopiazonico, outra micotoxina, conforme a literatura, provoca diarreia, perda
de peso, desidratagédo, dentre outros sintomas que culminam com a morte de animais que o
ingeriram. Esse metabdlito secundario é produzido tanto por espécies de Penicillium como por
espécies de Aspergillus. Além disso, € um contaminate natural de alimentos como queijo,
milho, figo, arroz, entre outros (Maragos et al., 2017).

O &cido penicilico é uma micotoxina com ac¢do carcinogénica, citotoxica e hepatoxica.
Esse composto é produzido por muitos fungos incluindo o género Penicillium. E também
conhecido como é&cido 3-metoxi-5-metil-4-oxi-2,5-hexadienoico e ja foi encontrado em
monocotiledéneas como o milho e dicotiledéneas como o feijdo (Diniz, 2015).

Dentre as técnicas para determinacdo da producdo de micotoxinas a partir de fungos,
tem-se a Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS). A
cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma amostra
estudada, que garante alta seletividade e eficiéncia de distingdo de cada constituinte analisado
(Keulemans, 1957; Ciola, 1985). O acoplamento do cromatdgrafo ao espectrometro de massas
promove um aumento de seletividade, obtencdo da informac&o estrutural das moléculas bem
como de sua massa molar (Vékey, 2001).

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho séo isolar e identificar atraveés de uma
abordagem polifasica, linhagens de Penicillium e de Talaromyces presentes em solos usados
para o cultivo de cana-de-acucar (Saccharum officionalis L.) no Estado de Pernambuco Brasil,
bem como avaliar aspectos ecoldgicos e a produgdo de micotoxinas pelas espécies encontradas,

utilizando Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS).
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1.1 OBJETIVOS
1.1.2 Objetivo Geral

Avaliar a diversidade e a producdo de algumas micotoxinas de espéecies de Penicillium de
Talaromyces em solos usados para o cultivo de cana-de-agucar (Saccharum officionalis L.) em

uma usina de producéo de cana-de-acucar, localizada no Estado de Pernambuco, Brasil.

1.1.3 Objetivos Especificos

Isolar espécies de Penicillium e de Talaromyces presentes em solos de cultivo de cana-de-
acdcar, no municipio de Sirinhaém, Pernambuco, Brasil; Identificar as linhagens isoladas
através de uma abordagem polifasica (taxonomia classica, biologia molecular e produgéo de
metabolitos secundarios); Avaliar a produgdo de citrinina, ocratoxina A, patulina, acido
ciclopiazonico e acido penicilico das linhagens de Penicillium e Talaromyces, através de
Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS); Realizar analises
ecologicas sobre as comunidades de Penicillium e Talaromyces presentes no solo de area
cultivada com cana-de-agUcar; Avaliar as diferengas existentes entre as comunidades de
Penicillium e Talaromyces encontradas nas areas de cultivo de cana-de-agUcar e na area sem
cana (em pousio); Incorporar um representante de cada espécie isolada ao acervo da Colegéo

de Culturas - Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. O CULTIVO DA CANA-DE-ACUCAR (Saccharum officinarum L.)

O cultivo de cana-de-agucar no Brasil esta vivenciando um novo ciclo. Atualmente, o
setor agricola brasileiro é o maior produtor de cana-de-agtcar do mundo (Conab, 2018).

A producdo de cana-de-acUcar, estimada para a safra 2017/18, é de 646,4 milhGes de
toneladas. Reducdo de 1,7% em relacdo a safra anterior. A area a ser colhida esta estimada em
8,77 milhdes de hectares, queda de 3,1%, se comparada com a safra 2016/17. A producéo de
acucar devera atingir 39,39 milhdes de toneladas, aumento de 1,8% ao produzido na safra
2016/17, continuando favorecida pela conjuntura favoravel. A producéo de etanol esta estimada
em 26,12 bilhdes de litros, reducéo de apenas 6,1% em razdo da preferéncia pela producéo de
acucar (Conab, 2018).

Em 2015, o Brasil produziu cerca de 650 milhGes de toneladas de cana-de-agUcar, sendo
0 Estado de S&o Paulo considerado o maior produtor, com 51,7% (Conab, 2015).

O Estado de Pernambuco é o segundo maior produtor de cana-de-actcar no Nordeste,
perdendo apenas para Alagoas, sendo também o segundo maior produtor de etanol total,
perdendo apenas para o Estado de Sergipe. Pernambuco ocupa a sétima posi¢cdo nacional
(Figura 1) em produc&o de cana-de-agucar, com 3% (276,3 mil hectares) (Conab, 2015).

Figura 1 - Percentual de area total de cana-de-aglcar por Unidade da Federacéo.
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A cana-de-acUcar é uma monocotileddnea (Figura 2) da familia Poaceae e do género
Saccharum ssp., uma planta do tipo C4 e de ciclo perene, tipica de climas tropicais e
subtropicais (Ferrari, 2010). Provavelmente originaria das regides da Indonésia e Nova Guing,
trata-se de uma planta de reproducdo sexuada quando cultivada comercialmente, porém, é
multiplicada assexuadamente, por propagacio vegetativa. E caracterizada pela inflorescéncia
do tipo panicula, flor hermafrodita, caule em crescimento cilindrico composto de nés e entrends,
folhas alternas, opostas, presas aos nds dos colmos, com laminas de silica em suas bordas, e
bainha aberta (Rodrigues, 1995).

Fonte: www.comprerural.com

A previs@o para a safra sucroalcooleira de 2017/2018, conforme os dados do MAPA
(Sapcana das Unidades Produtoras de Cana e Alcool), mantém o Estado de Pernambuco na
segunda posicdo do Norte-Nordeste brasileiro na producdo de cana-de agucar, agucar total,
etanol hidratado e etanol total (Tabela 01).

Tabela 1 - Acompanhamento da produgdo sucroalcooleira nos Estados do Norte-Nordeste (Safra: 2017/2018
Posicdo em 31/12/17).

ESTADOS Cana Acucar Etanol Etanol Etanol
(toneladas) total (m?) (m®) (m®)
(toneladas)  anidro hidratado Total
ALAGOAS 8.442.883 677.901 127.707 53.380 181.087
PERNAMBUCO 7.955.581 593.694 68.230 142.866 211.096
PARAIBA 4.544.384 128.155 134.481 142.260 276.741
BAHIA 3.539.738 149.927 74.714 105.931 180.645
MARANHAO 2.220.470 22.574 142.972 19.688 162.660
TOCANTINS 2.187.596 0 115.747 60.566 176.313
RIO GRANDE DO 1.773.091 115.378 24.893 28.349 53.242

NORTE
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SERGIPE 1.039.698 54.100 14.521 26.664 41.185
PARA 976.712 45.851 43.472 8.086 51.558
PIAUI 850.019 63.022 19.577 823 20.400
AMAZONAS 222.127 11.866 0 4.845 4.845
RONDONIA 78.038 0 0 4.444 4.444
CEARA 0 0 0 0 0
ACRE 0 0 0 0 0
TOTAL 33.810.337 1.862.468  766.314  597.902  1.364.216
NORTE/NORDESTE:

Fonte: Base de dados do MAPA (SAPCANA DAS UNIDADES PRODUTORAS DE CANA E ALCOOL).
A cana-de-acucar é cultivada em regiGes tropicais e subtropicais de mais de 90 paises,

difundida em uma ampla faixa de latitude de 35°N a 30°S, adaptando-se a diversas condicdes
de climas e solo, exigindo precipitagdes pluviométricas entre 1500 a 2500 mm por ciclo
vegetativo (Rodrigues, 1995). Trata-se de uma cultura de grande importancia econdémica no
mundo (Dantas Neto et al., 2006).

Os fatores ambientais responsaveis pela maior expressao de produtividade da cana-de-
aclcar sdo a temperatura (16°C a 33°C), a alta incidéncia de radiacdo solar, bem como a
disponibilidade de &gua no solo, ou seja, trata-se de uma planta essencialmente tropical. Apesar
da cultura se desenvolver em uma boa amplitude térmica, estudos indicam que temperaturas
inferiores a 21°C reduzem a taxa de alongamento dos colmos e promovem o acumulo de
sacarose (Aude, 1993).

Quanto ao tempo de desenvolvimento, tem-se a cana de ano (12 meses) e a de ano e
meio (18 meses), sendo chamada de cana-planta, a de primeiro corte. Depois do primeiro corte,
denomina-se cana-soca, com cortes anuais por uma média de cinco anos (Aude, 1993). O
cultivo convencional da cana-de-agUcar apresenta as seguintes etapas: preparo do solo, plantio,
manejo para a cana-planta, manejo para a cana-soca e colheita (Pereira et al., 2015).

Na implantacdo de um canavial, antes mesmo da etapa do preparo de solo, é necessario
realizar o planejamento da &rea com base no levantamento topogréfico. Assim, definem-se as
areas de plantio em locais subdivididos, conhecidos por talhdes, e alocam-se os carreadores
principais e secundarios pelos quais os equipamentos utilizados no plantio e na colheita irdo
circular. Desse modo, ha toda uma sistematizacdo do terreno. O proposito da formacgéo de
talhdes € manter as linhas de cana com o maior comprimento possivel com o intuito de otimizar
operacBGes e minimizar as manobras das maquinas. Cada talhdo tem em média de 10 a 20
hectares (EMBRAPA, 2007).
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Na etapa de preparo de solo, consideram-se a conservacgao do solo e a criagéo de terragos
a fim de reduzir o processo erosivo. Dessa maneira, formam-se sucos espacados adequadamente
para possibilitar melhor rendimento na aplicacéo de defensivos e na colheita. O espacamento
relaciona-se diretamente com a produtividade, porque afeta a disponibilizac&o de recursos como
agua, luz, temperatura e nutrientes. Em geral, esse espagamento é em torno de 1,8 metros e,
sulcos com profundidade de 20cm a 30cm (EMBRAPA, 2007).

Ainda no preparo de solo, realizam-se a calagem e a adubacdo de acordo com 0s
resultados de prévias andlises fisico-quimicas do solo, além do revolvimento do ambiente
edéfico através da gradagem (EMBRAPA, 2007).

Na etapa de plantio da cana-planta, observam-se quatro estagios fenoldgicos: brotacéo,
emergéncia, perfilhamento, crescimento e maturacao dos colmos (Shih e Gascho, 1980). Apds
20 ou 30 dias do plantio ou rebrota ocorrem a brotagdo e a emergéncia. Essas etapas
caracterizam-se pelo rompimento das folhas da gema e o desenvolvimento das raizes no tolete.
A fase de perfilhamento é caracterizada pela formacdo das touceiras e atinge o auge apés a
cobertura total do solo pelas folhas da cana. Em seguida, tem-se o crescimento dos colmos, no
qual a planta atinge a altura maxima e inicia o0 acumulo de acUcar, além disso, 0 crescimento
radicular torna-se mais vigoroso. Nesse momento, as folhas mais velhas secam e ponteiros
continuam a ser emitidos. A palha da cana-de-acgUcar serd constituida por essas folhas secas e
pelos ponteiros. Finalmente, o acimulo de agucar no colmo, determina a maturagdo completa
da cana (Shih e Gascho, 1980).

No ambito da colheita é preciso considerar que ha trés tipos basicos: a colheita da cana
crua com a incorporagdo da palhada, a colheita da cana crua sem palhada e a colheita da cana
previamente queimada. No primeiro caso, ha maior producdo de colmos, elevacao no teor de
matéria organica do solo, menores valores de resisténcia do solo a penetracao e diminuicdo da
densidade edafica quando comparado ao sistema cana crua sem incorporacdo da palhada e cana
gueimada (Souza et al., 2005). Todavia, apesar de haver um crescimento da colheita
mecanizada no Brasil, a colheita com a prévia queima controlada, isto é, o uso do fogo de
maneira prescrita e conduzida dentro dos limites pré-estabelecidos de intensidade, com o intuito
de apenas manejar a vegetacéo, ainda € predominante (Araujo et al., 2005).

Dentre os residuos gerados pela industria sucroalcooleira, a vinhacga é o mais importante,
devido ao grande volume produzido. Para a producdo de um litro de alcool, sdo gerados cerca
de 13 litros de vinhaga, embora esta quantidade dependa da tecnologia utilizada nas usinas ou

destilarias. Por apresentar elevada concentragdo de nutrientes, principalmente potassio (K) e de
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matéria organica, este residuo é considerado potencial poluidor. A alternativa mais viavel para
0 seu descarte é a aplicacdo da vinhaca aos solos cultivados com cana-de-agucar (Silva et al.,
2014). Ao ser adicionada ao solo, a vinhaca causa a elevacdo do pH. Entretanto, segundo
Rodella et al., (1983), esta alteracdo é transitoria, podendo retornar aos valores originais, apds
determinado periodo de tempo e ha elevacdo da capacidade de troca de cations (CTC), devido
ao grande aporte de matéria organica, que diminui o risco de lixiviacdo de cations e 0 aumento
dos teores de macronutrientes no solo (Gléria e Orlando Filho, 1983).

Portanto, a aplicacdo desse subproduto tem sido associada a melhoria da fertilidade do
solo, devido ao fornecimento de nutrientes e ao incremento de matéria organica propiciado pelo
residuo. O uso agricola da vinhaca e, consequentemente, a reducao dos riscos ambientais, fez
com qgue o residuo adquirisse valor econdmico, a partir de 1975, passando de agente poluidor a
condicionador quimico e fisico do solo (Barros et al., 2010).

Durante o plantio da cana-de-agucar ocorre o0 intenso preparo do solo que ocasiona
alteracdes em suas propriedades fisicas (Centurion, 2007), refletindo em altera¢Ges na estrutura
do solo, principalmente na camada superficial (Cerri et al., 1991). Dentre essas alteracdes,
pode-se destacar: mudanca nos valores de densidade do solo, resisténcia mecanica a penetragéo,
porosidade total, porosidade de aeragcdo, armazenagem e disponibilidade de agua as plantas,
dindmica de agua na superficie e no seu perfil, assim como a consisténcia e a maxima
compactabilidade do solo (Klein et al., 1998).

Dentre as usinas pernambucanas de relevante importancia na producdo de alcool e

acucar no Brasil, destaca-se a Usina Trapiche.

2.2 A USINA TRAPICHE: PRODUCAO DE ALCOOL E ACUCAR NO ESTADO DE
PERNAMBUCO

A Usina Trapiche, localiza-se no municipio de Sirinhaém, Litoral Sul de Pernambuco,
Brasil, € uma das mais conceitudas usinas produtoras de agucar e alcool do pais (ALEPE, 2012).
Segundo dados da ALEPE (2012), a usina apresenta cerca de 31 mil hectares. Segundo o
sistema de K6ppen, predominam na area o clima Ams’, tropical chuvoso de mong¢ao com verao
seco, com precipitacdo pluvial média anual da ordem de 2.295,5 mm e temperatura média de
25 °C (Saldanha et al., 2007). Quanto ao solo, predominam na usina solos do tipo latossolo
amarelo, argissolos amarelo, vermelho-amarelo e acinzentado, gleissolo, cambissolo e solos
aluviais (Silva et al., 2001).
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A Trapiche foi fundada por Bartolo Carolo, italiano nascido em 20 de Abril de 1888 em
Montéchio Precalcino — Norte da Itélia, e vindo para o Brasil ainda no primeiro més de vida.
Bartolo veio para Pernambuco com sua familia que se instalou na fazenda de Santa Rita do
Passa Quatro. Seus pais foram colonos nesta fazenda e o Sr. Bartolo cresceu ajudando seus pais
com o trabalho na fazenda.

Por volta de 1904 foi para Pontal com seus pais para trabalharem na plantacdo de café
na fazenda trapiche. Em 1932 o sitio foi gradativamente transformado no plantio de cana-de-
acucar (Figuras 3 a e b) que era entregue na Usina Albertina. No ano de 1947 surgiu a Usina
Nossa Senhora Aparecida Ltda., com sua primeira produgdo de 31.850 sacas de agucar. Em
1958 a familia Bortolo Carolo possuia 1.011 alqueires de terras e a usina ja produzia 52.100
sacas de aclcar. Em 20 de janeiro de 1961 a Empresa transformou-se em Acucareira Bortolo
Carolo S/A, com contrato social registrado na JUCESP sob. o nimero 175.847 de 21.02.1961.
No dia 07 de Janeiro de 2005, a razéo social foi alterada de "Acucareira Bortolo Carolo S/A™,
para "Usina Trapiche S/A - Agtcar e Alcool".

De acordo com dados do site da empresa (Usina trapiche, 2017), atualmente por dia sdo
produzidos 28.000 sacos de acUcar, além de também produzir energia elétrica, gerada a partir
das aguas do Rio Sirinhaém e do bagaco da cana.

Figura 3 - (A) - area de cultivo de cana-de-agUcar da usina Trapiche; (B) - rea em pousio da usina

Trapiche, ambas as areas localizadas no municipio de Sirinhaém, Pernambuco, Brasil.

Fonte: Pr6prio Autor.
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2.3 OS IMPACTOS DA COLHEITA DA CANA COM A QUEIMA DA PALHADA NA
MICROBIOTA DO SOLO

Alteracdes na atividade bioldgica do solo, nos ciclos energético e biogeoquimico tém
sido relatadas em funcdo do modo como é realizada a colheita da cana-de-agUcar, isto é, de
forma mecanizada (sem a queima da palhada) ou manual com a queima da palhada (Barbosa,
2010).

A resposta dos micro-organismos aos impactos provocados pelo tipo de manejo edafico,
em geral, é rdpida quando comparadas as mudancas observadas nas propriedades fisico-
quimicas do solo e, isso € um indicativo de que esse ecossistema possa estar mais conservado
ou degradado (Araudjo e Monteiro, 2007).

A colheita manual da cana-de-agucar, ainda muito utilizada, é precedida pela queima da
palhada com o intuito de eliminar restos vegetais e animais pegonhentos para facilitar a
atividade dos cortadores e do transporte dos toletes para a usina (Azania et al., 2006). Todavia,
além de intensificar a emiss@o de gases poluidores e causadores do efeito estufa (Figueiredo et
al., 2011) também é responsavel por prejudicar a saude humana (Lopes e Ribeiro, 2006).

A comunidade de micro-organismos do solo para o cultivo de cana-de-agucar tem sua
diversidade favorecida pela colheita sem queima da palhada quando comparada a colheita
manual (Pereira et al., 2015). A colheita mecanizada é uma medida mitigadora do efeito estufa,
além de proporcionar uma boa cobertura do solo por residuos vegetais (a palhada) e contribuir
para qualidade edafica bem como favorecer o aumento no potencial produtivo da cultura
(Tavares et al., 2010).

A qualidade do solo é resultante da acdo integrada de seus atributos bioldgicos, quimicos
e fisicos para que o ecossistema edéafico exerca suas fungdes no sistema solo-planta-atmosfera
(Vezzani e Mielniczuc, 2009). Dentre os atributos biolégicos do solo, a biomassa microbiana é
definida como componente vivo do solo, incluem-se, portanto, bactérias, fungos, protozoarios,
actinomicetos, 0s quais, por sua vez, atuam na decomposi¢do de residuos organicos, ciclagem
de nutrientes e fluxo de energia dentro do solo (Cardoso, 2004).

Para a caracterizagdo da qualidade de um solo, as propriedades microbioldgicas mais
utilizadas séo: a biomassa microbiana do solo (BMS) e a respiragédo basal do solo (RBS). A
primeira refere-se a atividade da parte viva da matéria organica do solo (MQOS) e a segunda,
chamada de C (carbono) prontamente mineralizavel, avalia a atividade metabdlica da populacéo

microbiana, baseada na liberacdo de CO; (Oliveira et al., 2014).
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Os efeitos da queimada no solo variam conforme as condi¢gdes ambientais no momento
da passagem do fogo, o tipo de solo, a frequéncia da queima e a quantidade disponivel de
combustivel, os quais, em conjunto, sdo responsaveis pela intensidade e duragcdo da queima com
repercussdo direta na microbiota edéafica (Redin et al., 2011).

A chama atua diminuindo a disponibilidade de matéria orgénica, fonte inicial de energia
dos micro-organismos, o que resulta na reducdo da mesofauna e, consequentemente, na queda
da produtividade edafica. De um modo geral, a microbiota edéafica é afetada nos primeiros
centimetros do solo, ressaltando-se que a gravidade dos danos, relaciona-se com as variaveis
ambientais (temperatura, umidade, relevo, solo e vegetacdo) bem como a intensidade e
frequéncia do fogo (Redin et al., 2011).

Outro aspecto a ser analisado no cultivo da cana-de-acucar € a interferéncia da aplicacao
da vinhaca, residuo gerado durante a producéo do alcool, como uma prética ja bem estabelecida
para a melhoria da producdo dessa cultura e os seus efeitos sobre os micro-organismos do solo.

2.4 A INTERFERENCIA DA APLICACAO DA VINHACA NA MICROBIOTA EDAFICA

O Brasil, atualmente o maior produtor de cana-de-agtcar do mundo, atende a um apelo
ambiental bem atual, isto €, a producdo de biocombustivel (CONAB, 2018). Sabe-se que
durante o beneficiamento da cana-de-aglcar sdo gerados uma enorme quantidade de residuos
e, dentre estes, esta a vinhaga (vinhoto ou restilo). E estimado que para cada litro de alcool
produzido s&o gerados de dez a quinze litros de vinhaca (Oliveira et al., 2013; Silva et al.,
2013).

Caracteristicamente, a vinhaca apresenta um elevado potencial de contaminagéo
ambiental, com coloracdo marrom-escuro, forte odor, baixo nivel de pH, elevado teor de
matéria organica, alta taxa de potéssio e grande demanda quimica de oxigénio (Espafia-Gamboa
et al., 2011; Fuess e Garcia, 2014).

Devido ao seu potencial poluidor, desenvolveram-se técnicas alternativas de aplicacéo
da vinhaca, diminuindo assim seu efeito nocivo ao solo e a sua microbiota. Dentre 0s
procedimentos, tem-se a aplicacdo do vinhoto concentrado na linha de plantio e a fertirrigagcdo
(Silva et al., 2013).

No &mbito da colocacdo do restilo na linha de plantio, a vantagem est& no transporte do
residuo bem como na liberacdo lenta do nitrogénio para as plantas, uma vez que o residuo

concentrado promove a imobilizagédo deste nutriente (Silva et al., 2013).
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Em se tratando da fertirrigacdo, trata-se de uma prética ja consolidada (Silva et al., 2014)
a qual vem sendo estudada para aplicacdo em outras culturas como feijdo e linhaca (Viera et
al., 2012; Agostinho et al., 2014) e no desenvolvimento de pastagens (Oliveira et al., 2015).
Nessa técnica, 0os impactos ambientais gerados pela vinhaga sdo suavizados, porém o custo no
transporte do residuo € economicamente inviavel para areas distantes da usina (Silva et al.,
2013).

Em funcéo do seu alto teor de matéria organica e de outros nutrientes necessarios para
0s vegetais, a literatura cita a vinhaga como benéfica para as areas agricolas. Além disso, 0 uso
racional desse residuo proporciona redugdo dos custos com adubacdo e os impactos ambientais
(Silva et al., 2007; Barros et al., 2010; Barros et al., 2012). Por outro lado, a utilizacdo desse
subproduto sucroalcooleiro sem critérios técnicos promove prejuizos ao ecossistema edafico,
como: a lixiviagéo dos sais existentes no vinhoto (Ribeiro et al., 2014), a salinizacao do solo, a
contaminacdo de lencdis freaticos, entre outros impactos (Fuess e Garcia, 2014).

Para utilizar a vinhaca como substituto do adubo mineral em culturas agricolas é
necessario levar em consideracdo a composic¢ao quimica desse residuo, as exigéncias da cultura
e o tipo de solo em que a aplicacdo ocorrera (Ribeiro et al., 2014). Além disso, a interferéncia
da vinhaga na populagdo microbiana pode ser positiva ou negativa, podendo ou néo
comprometer as atividades edaficas mediadas pela microbiota. Esse comprometimento
dependera dos critérios adotados para a aplicacdo da vinhaca (Martins e Campos, 2011).

E possivel haver um ganho na composicéo biolégica do solo em funcdo do aumento de
matéria organica fornecido pelo residuo, através da aplicacdo dimensionada do mesmo (Yang
et al., 2013). Desse modo, 0s micro-organismos atuariam como bioindicadores potenciais da
qualidade do ambiente edafico, uma vez que a microbiota é sensivel as mudancas ambientais
(Martins e Campos, 2011).

Dentre os distintos micro-organismos que compdem o ecossistema edafico estdo os
fungos filamentosos e, nesse universo flngico encontramos 0s pertencentes aos géneros

Penicillium e Talaromyces.
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2.5 FUNGOS EM SOLOS DE CULTIVO DE CANA-DE-ACUCAR

A ecologia microbiana do solo trata das relagfes dos micro-organismos presentes neste
substrato, com os fatores abi6ticos (ambientais) e bioticos (interacdo com outros organismos).
De acordo com Araujo e Monteiro (2007) é na camada superficial do solo, entre 1 e 30 cm de
profundidade, que ocorre maior atividade microbiana, sobretudo devido a maior oxigenacgéo e
presenca de matéria organica. Por isso, toda alteracdo mecanica e/ou fisico-quimica no
ecossistema edafico impacta diretamente as comunidades microbianas do solo. Nessas
camadas, 0s micro-organismos ocupam uma fragdo menor que 0,5 % do volume total do solo e
representam menos que 10 % da matéria organica (Araudjo e Monteiro, 2007).

Os fungos filamentosos desempenham fung@es essenciais para o funcionamento do solo,
tais como: decomposicao da matéria organica, liberacdo de nutrientes em formas disponiveis as
plantas e degradacdo de substancias toxicas (Maciel, 2008; Blackwell, 2011; Borges et al.,
2011; Cruz et al., 2013a; Oliveira et al., 2013; Matsuzawa et al., 2014).

A presenca de um micro-organismo em determinado solo é funcdo das condicdes
ambientais dominantes e dos limites da sua bagagem genética (Domsch, et al., 1993). Dessa
forma, existem fatores ambientais (abi6ticos) que limitam a sobrevivéncia e a atividade dos
micro-organismos do solo. Os principais fatores abidticos do solo sdo a temperatura, o pH, a
salinidade, as fontes de energia, substratos organicos, os nutrientes e 0s elementos toxicos.
Além disso, ha os efeitos do impacto antropogénico sobre a microbiota do solo, tais como,
mudanca no manejo e cultivo do solo

O ambiente edéafico é densamente colonizado por micro-organismos. Estima-se que para
cada grama de solo existam cerca de 10° células microbianas (Torsvik et al., 2002) e de 10 a 30
mil genomas microbianos diferentes (Roesch et al., 2007). A funcionalidade dessas
comunidades microbianas no solo contribui para o desenvolvimento dos produtores primarios,
em especial, as plantas, através do catabolismo de compostos organicos geradores de compostos
quimicos essenciais. Além disso, 0s micro-organismos colaboram na supressdo de
fitopatdgenos, imobilizacdo e mineralizacdo de nutrientes, decomposicdo de contaminantes,
manutencdo da estrutura do solo e, principalmente, nos ciclos biogeoquimicos do carbono,
enxofre, nitrogénio e fésforo (Garbeva et al., 2004; Wakelin et al., 2008).

Dentre os micro-organismos de maior influéncia funcional no solo, tem-se os fungos
(Anderson e Cairney, 2004). A grande maioria das pesquisas promotoras da relagéo entre

fungos e a cultura da cana-de-acUcar sdo pautadas nas diversas doengas dos canaviais. Dentre
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as doencas fangicas comprometedoras da fisiologia da cana-de-agucar citam-se: a ferrugem
(Puccinia melanocephala), o carvao (Sporisorium scitamineum), mancha parda, podriddo
abacaxi, podriddo vermelha e podriddo de Fusarium. E através do uso de fungicidas, utilizacio
de variedades resistentes e do tratamento de mudas que essas doencas fungicas da cana-de-
acucar sao combatidas (Tokeshi, 1997).

Além disso, é importante destacar que a maioria das interagcdes entre fungos e plantas
ndo resultam em patogénese, uma vez que, boa parte dos fungos ndo manifestam fatores
essenciais para expressar uma doenga (Heath, 2003). Todavia, cerca de 10% dos diversos tipos
de fungos séo patdgenos de vegetais e, desenvolvem as mais distintas interagdes como: parasitas
obrigatdrios ou biotréficos, 0s quais crescem e se reproduzem em hospedeiros vivos; parasitas
facultativos ou necrotroficos, que podem viver tanto em hospedeiros vivos como mortos bem
como em meios de cultura artificiais e, saprofitas, os quais se alimentam de matéria organica
morta (Kahmann e Basse, 2001).

A presenca no solo de associacdes entre fungos do filo Glomeromycota e as raizes das
plantas cultivadas possibilita maior oferta de nutrientes e pode controlar sistemas, como a
exsudacdo radicular (Toljander et al., 2007). Esta associacdo micorrizica além de elevar a
microbiota do solo, ajuda na disponibilidade de nutrientes em um ecossistema edafico com
baixo nivel de fésforo e carbono, por exemplo (Nazir, 2010). As pesquisas gque correlacionam
a ocorréncia de fungos no solo e suas interagdes com a cana-de-agucar em funcao de atributos
fisicos ou quimicos sdo escassas.

Barros (2012) realizou estudo que envolveu a aplica¢do da vinhaga em solos com cultivo
de cana-de-acucar o qual revelou a presenca dos seguintes géneros de fungos: Aspergillus,
Fusarium, Penicillium, Phytophthora e Trichoderma. Além disso, 0 autor comparou areas com
e sem aplicacdo da vinhaca e observou que a vinhaca ndo alterou as condi¢des biologicas
edaficas.

Alguns trabalhos demonstram a presenca do género Penicillium como endofitico na
cana-de-agucar. Este género foi encontrado com grande frequéncia em tecidos internos desta

Poaceae bem como em sua rizosfera (Stuart, 2006).



29

26 O GENERO PENICILLIUM: DA DESCOBERTA A TAXONOMIA
CONTEMPORANEA

Em 1809 Link descreveu o género Penicillium, por observar ao microscopio
conididforos similares a pincéis. O pesquisador resolveu, entdo, denomina-lo de Penicillium,
do Latim Penicillius e descreveu a trés espéecies P. candidum, P. glaucum e P. expansum. Trata-
se de um dos diversos géneros de fungos que se reproduzem atraves da producao de esporos
denominados de conidios, que sdo originados a partir de estruturas designadas conidiéforos ou
esporaéforos.

O primeiro pesquisador a introduzir um sistema de classificacdo secundéaria para o
género foi Dierckx (1901). Ele propds a subgéneros Aspergilloides, Biverticillium e
Eupenicillium. Em 1910, Thom designou Penicillium expansum como espécie tipo para este
género. A espécie apresenta padrdo de ramificacdo predominantemente terverticilado, sendo
frequentemente isolada de solos (Raper e Thom, 1949).

Biourge (1923), seguiu o sistema de classificacdo de Dierckx e o ampliou com duas
segdes, quatro séries e seis subseces. Thom (1930) ndo aceitou o sistema de classificagcdo
secundéaria de Dierckx e Biourge e introduziu um novo sistema com quatro subgéneros, 12
secOes e 18 subsecBes (séries). Seu sistema foi baseado principalmente nas caracteristicas
macroscopicas das col6nias e no padréo de ramificacdo do conidi6foro.

Dezenove anos mais tarde, Raper e Thom (1949) publicaram o “Manual of the
Penicillia” aceitando o trabalho de Thom e reconhecendo 137 espécies para o0 género. Segundo
0s autores, as espécies de Penicillium geralmente crescem utilizando uma ampla diversidade de
monossacarideos, dissacarideos, alcoois e acidos como Unica fonte de carbono. As hifas e 0s
conidios frequentemente armazenam trealose e poliois, como o0 manitol. Ainda de acordo com
Raper e Thom (1949), a maioria das espécies de Penicillium é nutricionalmente pouco exigente,
ndo exigindo vitaminas complexas para crescerem, além de conseguirem crescer na presenca
de nitrato como a Unica fonte de nitrogénio.

Geralmente as colonias de Penicillium sdo constituidas por micélio abundante,
apresentando coloracdo em diversos tons de verde, variando entre: verde-amareladas, verde-
azuladas, verde-acinzentadas, ou menos frequentemente incolores, brancas, salmons,
avermelhadas, amarelo-arroxeadas, ou de outras tonalidades. A coloragdo do reverso das
coldnias € também relevante ferramenta taxonémica. Pode ser incolor, ou variar de tons de

amarelo, verde, vermelho e marrom. Isolados de algumas espécies sdo capazes de produzir
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pigmentos que modificam a tonalidade do meio de cultura. Tais isolados podem também
produzir gotas de exsudato de coloracéo diversa, especialmente quando crescidos sobre 0 meio
Agar Extrato de Levedura Czapek (CYA). Tanto a capacidade de pigmentar o meio, quanto a
de produzir exsudato, sdo caracteristicas avaliadas durante o processo de identificacao classica
(Raper e Thom 1949; Pitt, 1991).

Em espécies de Penicillium observam-se hifas septadas, geralmente anastomosadas,
apresentando paredes ndo pigmentadas (Pitt, 1991). Os conididforos, estruturas assexuadas que
produzem conidios (esporos), derivam do micélio e sdo frequentemente perpendiculares ao
substrato. A estrutura do conidi6foro consiste de um estipe que pode ser estreito ou alargado,
com parede lisa ou rugosa, a depender da espécie. No &pice do estipe surge o “Penicillus”,
formado por células conidiogénicas, chamadas de fidlides. As fialides podem localizar-se
diretamente no estipe ou sobre células de apoio denominadas métulas e ramos. Algumas
espécies de Penicillium apresentam uma ramificacao adicional, denominada ramulo, localizada
entre a métula e o ramo (Onions e Brady, 1987; Pitt, 1991; Cruz et al., 2013a).

As fialides geralmente apresentam forma de baldo ou de garrafa que se estreitam no
apice, sendo esse estreitamento denominado “collula”. Algumas espécies apresentam forma
acerosa, ou seja, forma de agulha. E no interior destas células conidiogénicas que os conidios
sdo originados, geralmente catenulados e de forma basipeta, isto é, o conidio mais velho ocupa
o0 topo da cadeia (Raper e Thom, 1949).

Os conidios s@o reconhecidos por serem unicelulares, uninucleados, hialinos e muito
pequenos. Variam de globosos a cilindricos e, a depender da espécie, a parede pode ser lisa,
rugosa, ou espinescente. Algumas espécies sdo capazes de produzir esclerdcios, que sdo
estruturas multicelulares de resisténcia que podem permanecer latentes por longos periodos até
as condicdes do meio se tornarem propicias ao seu desenvolvimento (Pitt, 1979; 1991).

Em 1979, o renomado taxonomista australiano, Dr. John Pitt ndo seguiu o conceito de
Thom e publicou um manual de identificacdo, com 150 espécies. O autor dividiu Penicillium
em quatro subgéneros, 10 secOes e 21 séries, com base no padrdo de ramificacdo dos
conidioforos, formas das fialides e caracteristicas de crescimento. Segundo Pitt, podiam existir
cerca de 300 espécies para o género e afirmou que provavelmente cerca de 1000 fenotipos
diferentes ainda seriam catalogados (Pitt, 1979). Além disso, ele tratou Eupenicillium
separadamente de Penicillium, subdividindo o género em oito séries. Esta classificacdo foi
considerada secundéria, pois foi baseada em uma combinac&o de varios fatores, tais como taxas

de crescimento em condic¢des normais, morfologia da coldnia e carcateristicas microscopicas
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de ambos os estados teleomorficos e anamorficos. Quanto ao padrdo de ramificacdo dos
conidioforos, Pitt agrupou as espécies em: monoverticiladas, biverticiliadas, terverticiladas e
quarterverticiladas. Espécies monoverticiladas apresentam apenas um estagio de ramificacéo
entre o estipe e os conidios, ou seja as fialides (Figura 4a). Biverticiladas sdo as espécies que
apresentam dois estagios de ramificacdo entre o estipe e os conidios. Neste caso, apresentam
imediatamente apds o estipe, uma célula de suporte, denominada métula e mediatamente sobre
a métula, encontra-se a fialide (Figura 4b). No padréo terverticilado, observa-se a presenca de
um ramo entre o estipe e a metula, formando assim trés estagios de ramificacdo (Figura 4c).
Por fim, o padrdo quadriverticilado, no qual observa-se um ramulo entre o estipe e 0 ramo,

seguido por métula e fialide (Figura 4d).

Figura 4 - Tipos de conidiéforos em Penicillium e Talaromyces.

Fidlides

Fonte: Samson et al., (1984).

Ramirez (1982) publicou outra monografia, seguindo as ideias publicadas anteriormente
por Thom (1930) e Raper e Thom (1949). Em 1985, Stolk e Samson propuseram um outro
esquema taxondmico para Penicillium, sendo essa classificacdo considrada primaria, por ser
baseada na forma das fialides, bem como no padréo de ramificacéo dos conidioforos. Os autores
dividiram o género em 10 secOes e 18 séries.

Em 1991, Pitt catalogou um conjunto de espécies de Penicillium e concluiu que cerca
de 30 a 40 dessas espécies eram comuns na natureza. Segundo o autor, os teleomorfos sao
reconhecidos como géneros separados. As espécies de Penicillium sdo associadas com dois
géneros teleomorfos de Ascomycetes: Eupenicillium Ludwig e Talaromyces C. Benjamin. As
espécies pertencentes ao género Talaromyces produzem gimnotécio, um ascocarpo no qual 0s

ascos sdo circundados por um emaranhado de hifas frouxamente dispostas. Enquanto as
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espécies de Eupenicillium produzem cleistotécio com parede pseudoparenquimatosa, lisa e
colorida, a depender da espécie (Pitt, 1991).

Segundo a classificacdo de Alexopoulos et al., (1996), o género Penicillium apresenta
espécies apenas anamorfas e foram incluidas no Filo Ascomycota, Classe Plectomycetes,
Ordem Eurotiales e Familia Trichocomaceae. No ano 2000, Pitt e colaboradores listaram 225
espécies aceitas para o género Penicillium, mencionando seus respectivos sinénimos (Pitt et al.,
2000). Apds quatro anos, Frisvad e Samson publicaram uma monografia apenas sobre o
subgénero Penicillium, dividindo-o em cinco secgdes e 17 séries (Frisvad e Samson, 2004).

Segundo a maioria dos taxonomistas especialistas em Penicillium, a taxonomia do
género é complexa, sobretudo devido a morfologia das espécies. Por isso, tornou-se necessaria
a busca de outras ferramentas que viessem tornar sua taxonomia mais robusta e precisa. Neste
contexto, a biologia molecular, através do sequenciamento de regides parciais do genoma dos
fungos, veio contribuir ativamente tanto para a classificagdo quanto para a compreensdo da
filogenia do género. Estudos filogenéticos de Penicillium tiveram inicio em meados dos anos
90. Berbee (1995), através de estudo a partir de sequéncias de rDNA 18S, concluiu que
Penicillium é polifilético. Em estudos seguintes, o género se divide em dois clados: um clado
inclui espécies Talaromyces e membros do subgénero Biverticillium e o outro clado inclui
espécies Eupenicillium e espécies Penicillium acomodados nos subgéneros Penicillium,
Furcatum e Aspergilloides (LoBuglio e Taylor 1993, LoBuglio et al., 1993. Berbee et al., 1995,
Ogawa et al. 1997, Wang e Zhuang 2007). Peterson (2000a) estudou a filogenia de
Eupenicillium e membros da subgéneros Penicillium, Furcatum e Aspergilloides mais
detalhadamente. Em seguida, ele dividiu as espécies estudadas em seis grupos e mostrou que
muitos taxa de Penicillium sdo polifiléticos. Além disso, os dados indicaram que 0s sistemas de
classificacdo atuais com base em ramificacdo conidiéforo ndo é consistente com a filogenia e é
necessario um novo sistema de classificacdo secundaria.

Frisvad e Samson (2004) estudaram o subgénero Penicillium, analisando as sequéncias
parciais do gene para a B-tubulina, de 180 isolados. Propuseram cinco seccBes e 17 séries. De
acordo com os autores, as sequéncias do gene para a B-tubulina foram excelentes marcadores
de especies.

Em 2007, a comissdo internacional de especialistas para a taxonomia do género
Aspergillus, também aplicada ao género Penicillium recomendou que a descri¢do de espécies
novas deste género deve mostrar evidéncias de divergéncia evolutiva de espécies. Assim, é

requerida a analise molecular baseada em pelo menos dois “loci” génicos diferentes, tais como
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o da RNA polimerase, o da actina, o da B-tubulina ou o da calmodulina. Estes dois ultimos séo
os genes frequentemente mais utilizados, por isso, tanto para o gene da B-tubulina quanto para
o da calmodulina, existem grandes conjuntos de dados disponiveis em bancos de dados, como
0 GenBank (Samson et al., 2007).

Técnicas moleculares desenvolvidas a partir da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
como o sequenciamento de DNA, tém sido ferramentas Uteis na identificacdo de varios
organismos, dentre eles os fungos. A regido ITS (Internal Transcribed Spacer) e o0 gene para a
B-tubulina estdo entre as regides mais estudadas durante a identificagdo molecular de fungos
(Brunner et al., 2007), inclusive de espécies pertencentes ao género Penicillium. O
sequenciamento da regido ITS, separa 0s genes 18S e 28S do rDNA, podendo ser amplificada
com primers especificos ancorados nessas duas regides. Trata-se de uma regido que apresenta
elevada conservacdo de intraespecificidade, sendo variavel entre diferentes espécies,
possibilitando a distin¢do ao nivel especifico (Fungaro, 2000). Constituintes dos microtubulos,
as tubulinas sdo proteinas responsaveis pela formacédo do citoesqueleto. Presentes em todos 0s
eucariotos, exercem um papel critico em varios processos celulares, tais como a motilidade
celular, o transporte citoplasmatico e a diviséo celular (Stotz; Long, 1999). Tanto a sequéncia
de nucleotideos do gene para a B-tubulina quanto a sequéncia de aminoécidos da proteina
codificada pelo gene tém sido largamente usadas para compreender as relagdes filogenéticas
em fungos (Tuszynski et al.,2006).

Foi com base na amplificacdo parcial dos genes RPB1, RPB2 (genes para a RNA
polimerase II), Tsrl (ribossomo de biogénese da proteina putativa) e Cct8 (possiveis
componentes do complexo caperonina TCP-1), que Houbraken e Samson (2011) propuseram a
segregacdo da familia Trichocomaceae em trés familias: Aspergillaceae, Thermoascaceaen e
Trichocomaceae. Essa segregacdo foi baseada em analises morfoldgicas e filogenéticas. Apos
esta Gltima reclassificacdo o género Penicillium foi denominado Penicillium sensu stricto, no
qual se encontram tanto espécies anamorfas, quanto teleomorfas. O género Penicillium sensu
stricto foi assim reclassificado e inserido na familia Aspergillaceae. Morfologicamente, as
espécies pertencentes a familia Aspergillaceae sdo caracterizadas por produzir fialides
ampuliformes ou cilindricas e ascos produzidos dentro de cleistotécios ou rodeados por células
de Hulle. Os ascosporos apresentam um sulco ou fenda. Por outro lado, na familia
Trichocomaceae foram incluidas espécies que produzem fidlides lanceoladas e ascos
envolvidos por camadas de hifas soltas e ascosporos sem fendas. Na familia Thermoascaceae,

as espécies incluidas também produzem ascosporos com auséncia de sulco, porém distinguem-
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se por produzirem ascos em béaculos, além de serem termotolerantes ou termofilas. Neste caso
incluem-se os géneros Thermoascus e Paecilomyces.

Houbraken e Samson (2011) propuseram a jungdo dos anamorfos com os teleomorfos
criando Penicillium sensu stricto. Apés a reclassificagdo estabelecida por Houbraken e Samson
(2011), o género Penicillium foi denominado Penicillium sensu stricto, estando agora inserido
na familia Aspergillaceae. Os autores incluiram em Penicillium os antigos géneros
Chromocleista, Eupenicillium, Hemicarpenteles, Thysanophora e Torulomyces, propondo
novas combinacBes para as espécies pertencentes a estes géneros. A partir da analise
filogenética foram formados 25 clados para o género Penicillium, sendo cada clado denominado
sec¢éo.

Ainda em 2011, Samson e colaboradores avaliaram a relacdo filogenética entre as
espécies anamorfas atribuidas ao subgénero Biverticillium do género Penicillium e as espécies
teleomorfas atribuidas ao género Talaromyces, através do sequenciamento parcial da SSU
(subunidade pequena) e/ou LSU (subunidade grande) do rDNA, bem como da regido ITS do
rDNA. Os autores concluiram que as espécies pertencentes ao subgénero Biverticillium e ao
género Talaromyces formam um grupo monofilético distanciado das espécies integrantes de
outros subgéneros de Penicillium. Com base no conceito de nomenclatura Unica para uma
espécie, os autores transferiram todas as espécies presentes no subgénero Biverticillium para o
género Talaromyces, mesmo que para algumas a fase teleomorfa ainda nao tenha sido descrita
(Samson et al., 2011).

Espécies do género Penicillium sdo de elevada relevancia na natureza, pois participam
ativamente em ciclos biogeoquimicos, atuando na decomposicao de matéria organica (Cruz et
al., 2013a).

2.7 0 GENERO TALAROMYCES C.R. BENJ

Descrito por Benjamin, em 1955, Talaromyces era caracterizado por acomodar espécies
holomorficas que Raper e Thom (1949) haviam classificado dentro do grupo “Penicillium
luteum”, em sua se¢do Biverticalada-simétrica. Benjamin (1955) determinou Talaromyces
vermiculatus como tipo para o género (Figura 6). Quando descrito, Talaromyces abrigava
espécies que apresentavam Gimnotécio branco ou amarelo, em associacdo com o estado
anamorfo, caracteristico de Penicillium, Paecilomyces ou ainda, de Geosmithia. Com isso,
observa-se o carater heterogéneo de Talaromyces, quando descrito, baseado apenas em

caracteres fenotipicos.
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A presenca dos trés anamorfos em um unico género teleomérfico sugere que seus limites
sdo amplamente definidos e que Talaromyces é, em certa medida, heterogéneo.

Na tentativa de resolver a heterogeneidade de Talaromcyes, Stolk e Samson (1972)
removeram as espécies que produzem ascos em cadeias para um novo género, denominado
Hamigera. Entretanto, Pitt (1979), renomado taxonomista do género ndo aceitou essa
modificacdo, mais tarde, com o advento da biologia molecular, estudos indicaram que Stolk e
Samson (1972) estavam provavelmente corretos. Os autores dividiram o género em quatro
se¢Oes baseadas nos anamorfos dos géneros que compunham Talaromyces. Pitt (1979) aceitou
a classificagdo, mas ao publicar seu livro discutiu apenas trés se¢des, excluindo as espécies cuja
fase anamorfa correspondia aos géneros Paecilomyeces e a Geosmithia. Todas as espécies
descritas por Pitt (1979) compunham a secdo Talaromyces, a qual incluia as espécies mais
comuns. Esta secdo foi subdivida em trés séries, com base nas caracteristicas das coldnias. Em
1991, Pitt publica um manual para a identificacdo das espécies comuns de Penicillium, no qual,
para o género Talaromyces o autor descreve seis espécies comuns: Talaromyces flavus, T.
luteus, T. macrosporum, T. stipitatus, T. trachyspermus e T. wortmanii.

Segundo Pitt (1991), ecologicamente, Talaromyces é um género relativamente
primitivo, com muitas espécies encontradas apenas em solos inabitados. Uma das
caracteristicas mais relevantes do género é a capacidade que muitas espécies apresentam de
crescimento sob temperatura elevada. Por outro lado, outras espécies requerem maior atividade
de &gua e podem ser encontradas em ambientes umidos, além de colonizar folhas em
decomposicdo. Assim como Penicillium, Talaromyces é excelente decompositor de matéria

organica.

Figura 5 - Talaromyces vermiculatus (= T. flavus (Klécker) Stolk & Samson, comb. nov.). Talaromyces flavus
var. flavus, CBS 310.38. a. diferentes tipos de estruturas coonidiogénicas; b. conidio; c-d. desenvolvimento do
ascogonio e do anteridio; e. fusdo entre os dois gametangios e subsequente septacdo do ascogbnio; f.
desenvolvimento dos septos horizontal, transverso e obliquo; g-h. production de ramos das células ascégenas, que

se desenvolverdo nas hifas ascdgenas: i. cadeia de ascos; j-1. ascosporos, j. CBS 352.72; k. CBS 387.48; |. CBS

310.38. Talaromyces flavus var. macrosporus, CBS 317.63 m. cadeia de ascos; n. ascosporos.
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Fonte: Stolk e Samson, (1972).

2.8 REORGANIZACAO DA TAXONOMIA DE PENICILLIUM E TALAROMYCES

A taxonomia de Penicillium e de Talaromyces é dindmica e vém sofrendo alteracdes ao
longo do tempo, sobretudo apds o advento da biologia molecular.

Em 1914, Whemer estabeleceu o subgrupo informal "Verticillatae, no qual foram

inseridas as espécies que apresentavam  simetria dos conidiéforos. Posteriormente, Thom
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(1930), Raper; Thom (1949), Pitt (1980), e Ramirez (1982) reconheceram o subgrupo informal
"Verticillatae como subgénero Biverticillium.

Em 1980, o australiano John Pitt, um dos mais renomados taxonomistas de Penicillium,
reconhecia quatro subgéneros para Penicillium: Aspergilloides, Biverticillium, Furcatum e
Penicillium.

Malloch (1985) provavelmente foi o primeiro taxonomista a sugerir a segregacao entre
0 género Penicillium e o subgénero Biverticillium, formando assim dois géneros distintos. Para
isso, avaliou caracteristicas morfélogicas, ecoldgicas, bem como a relagdo entre anamorfo-
teleomorfo (Samson et al., 2011). Dentre as caracteristicas morfoldgicas que individualizam o
subgénero Biverticillium, destacam-se o aspecto simétrico das métulas e as fidlides acerosas
(Pitt, 1991).

A partir de década de 80 do século passado, surgiram estudos filogenéticos acerca de
Penicillium sensu stricto e Talaromyces. Alguns destes estudos basearam-se na analise de
sequencias da regido ITS do rDNA (Peterson 2000), outros avaliaram o gene da calmodulina
(Ogawa et al.,, 1997; Ogawa; Sugiyama, 2000; Wang; Zhuang, 2007). Tais estudos
comprovavam que Penicillium é polifilético e que as espécies de Penicillium constituintes do
subgénero Biverticillium e as espécies pertencentes ao género Talaromyces constituiam um
clado distinto de Penicillium sensu stricto. Com isso, Samson et al. (2011) revolucionaram a
taxonomia de Penicillium e Talaromyces e transferiram posteriormente todos as espécies de
Penicillium subgénero Biverticillium para o género Talaromyces. Os autores seguiram a
nomenclatura prioritaria e nomenclatura de nome dnico.

Embora Penicillium e Talaromyces apresentem alta similaridade fenotipica (macro e
micromorfologia), o primeiro estd mais relacionado filogenéticamente ao género Aspergillus
do que o ultimo. Outra caracteristica divergente é que espécies de Talaromyces apresentam
crescimento restrito em baixa atividade de agua, além de ter padrao de extrélitos diferente do
que as espécies de Penicillium apresentam. Diante deste contexto, observa-se que a
identificacdo destes fungos ao nivel de espécie, é trabalhosa e requer a aplicacdo de varias
técnicas.

Os estudos acerca de Talaromyces continuaram e em 2014 Yilmaz e colaboradores
aceitaram 88 espécies, distribuidas em sete sec¢Bes: Bacillispori, Helici, Islandici, Purpurei,
Subinflati, Talaromyces e Trachyspermi. Os autores realizaram essa classificagdo com base em

abordagem polifasica, utilizando filogenia multigene, morfologia e perfil de extrolitos.
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Até 2014 dentro de Talaromyces constavam espécies com fialides predominantemente
acerosas. As Unicas espécies que apresentavam fialides ampuliformes, porém com collula fina
eram Talaromyces verruculosus, T. aculeatus e T. apiculatus. Entretanto, Visagie et al. (2015)
também com base em abordagem polifésica, incluiram cinco espécies com fialides
ampuliformes no género: Talaromyces australis, T. kendrickii, T. veerkampii, T. fuscoviridis T.
stellenboschiensis.

Embora o solo seja o habitat natural de espécies de fungos, nos ultimos anos, espécies
de Talaromyces tém sido relatadas também de ambientes internos, como anemofilos, inclusive
novas espécies para a ciéncia. E o caso de T. oumae-annae, T. sayulitensis e T. yelensis, isoladas
de amostras de poeira provenientes de nove paises por Visagie et al. (2014). Em 2016, Chen e
colaboradores analisando sistema de aquecimento, ventilacdo e ar condicionado na China
isolaram e identificaram Talaromyces rubrifaciens como um novo taxon para a ciéncia (Chen
etal., 2016).

Recentemente, Guevara-Suarez et al., (2017), analisando amostras clinicas nos EUA,
identificaram quatro novas espécies de Talaromyces, sendo: T. alveolaris, T. georgiensis, T.
minnesotensis e T. rapidus. Os autores realizaram filogenia da regido espacadora transcrita
interna (ITS) do rDNA ¢ B-tubulina. Antes do trabalho de Guevara-Suarez et al., (2017), a Gnica
espécie reconhecida como patogénica para o género era Talaromyces marneffei (anteriormente
Penicillium marneffei). Este fungo é considerado um patégeno emergente que causa micoses
sistémicas fatais, em sua maioria, pacientes imunossuprimidos.

Atualmente, ha 173 espécies aceitas para Talaromyces, distribuidas em sete secdes:

Bacillispori, Helici, Islandici, Purpurei, Subinflati, Talaromyces e Trachyspermi.

2.9 PENICILLIUM E TALAROMYCES PROSPECTADOS DE SOLOS DE AREAS DE
FLORESTAS

Considerando a estimativa de 1,5 milhdo de espécies de fungos na natureza, realizada
por Hawksworth, e o nimero de espécies ja descritas (cerca de 70.000) (Hawksworth, 1991),
compreende-se que ainda ha muito a explorar. Relatos de prospeccéo de espécies de Penicillium
de solos de areas de Mata Atlantica, ainda sdo escassos.

No Brasil, Souza-Motta et al., (2003) avaliando a diversidade de fungos presentes na
rizosfera de girassol (Helianthus annus L.), prospectaram e identificaram 49 espécies de fungos
filamentosos. Dentre os géneros encontrados, Penicillium foi 0 mais representativo, com nove

espécies: P. citreonigrum, P. fellutanum, P. janthinellum, P. oxalicum, P. restrictum, P.
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variabile, P. verruculosum, P. vinaceum e P. waksmanii. De acordo com 0s autores, 0 género
Penicillium foi o mais frequente na rizosfera de girassol (Helianthus annus L.) da area
analisada. Posteriormente, na Turquia, Asan (2004) publicou um novo levantamento de
espécies de Aspergillus e Penicillium reportadas no Pais e isoladas de diferentes substratos. De
acordo com o autor, Penicillium chrysogenum foi a espécie mais comum dentre os trabalhos
publicados por pesquisadores da Turquia.

Estudando a diversidade de espécies de Trichocomaceae no solo seco e no solo da mata
da Reserva Natural Katandra, na Australia, Markovina et al., (2005) observaram maior
diversidade de espécies do género Penicillium em relagdo ao género Aspergillus. O solo seco
apresentou uma maior diversidade de espécies de Penicillium, em relacdo ao solo da mata.

No Brasil, na regido de Xingo, Cavalcanti et al., (2006) avaliaram a diversidade de
fungos filamentosos do solo de municipios da regido e observaram que os dois géneros mais
representativos foram Penicillium e Aspergillus com 31 e 17 espécies, respectivamente.

Gomez et al., (2007) avaliaram a diversidade de fungos presentes em solos da Argentina
impactados pelo desmatamento da vegetacdo nativa para a realizacdo de diferentes manejos.
Dentre os géneros isolados, Penicillium e Aspergillus foram os mais representativos, ocorrendo
em todas as coletas. Do género Penicillium apenas a espécie P. purpurogenum foi identificada.
De acordo com os autores a predominancia de espécies de Penicillium pode estar relacionada
com o antagonismo deste género sobre as espécies fitopatogénicas e pela sua baixa exigéncia
nutricional.

Avaliando as comunidades de fungos filamentosos presentes em solo da tundra artica
Kurek et al., (2007) isolaram e identificaram 17 géneros. Destes, a maioria das espécies
pertenciam aos géneros Chrysosporium, Mortierella, Penicillium e Phialophora. Do género
Penicillium foram isolados e identificados P. lanosum, P. expansum, P. chrysogenum, P.
verrucosum, P. cyclopium e P. islandium. De acordo com os autores, alguns isolados
pertencentes a algumas espécies de Penicillium podem ser considerados psicrofilos. Prade
(2007) avaliou a diversidade de fungos do solo de ambientes riparios com diferentes formas de
manejo no Rio Grande do Sul, Brasil. O autor isolou e identificou 28 espécies de fungos. Do
género Penicillium foram identificadas P. citrinum e P. digitatum, sendo P. citrinum a espécie
mais abundante.

Grishkan et al., (2008) avaliaram as comunidades de fungos presentes em solos
cultivados e ndo cultivados da Alta Galiléia, em Israel. De acordo com os autores, P.

simplicisssimum foi dominante em ambos os solos e concluiram que a atividade agricola
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prolongada na regido pode diminuir a diversidade de fungos. Asan et al., (2010) isolaram
fungos filamentosos de solos na cidade de Luleburgaz, na provincia turca de Kirklareli.
Penicillium foi 0 género com maior riqueza de espécies (15), sendo P. citrinum a espécie mais
abundante nas amostras avaliadas.

No municipio de Petrolina, Estado de Pernambuco, Coutinho et al., (2010) isolaram
fungos filamentosos da rizosfera de meloeiros (Cucumis melo L. cv. Gold Mine) cultivados em
solos ricos em compostos organicos. Os autores identificaram 78 espécies, sendo 0s géneros
mais abundantes Aspergillus e Penicillium, com 15 e 13 espécies, respectivamente. Foram
identificados P. citrinum, P. corylophilum, P. decumbens, P. dierckxii, P. griseofulvum, P.
janthinellum, P. pinophilum, P. waksmanii, P. restrictum, P. solitum var. crustosum, P.
spinulosum e P. vinaceum.

Em 2010, Fraga e colaboradores avaliaram a diversidade de espécies da familia
Trichocomaceae presentes em solos de dois sistemas florestais (Pinus e Corymbia) situados na
cidade de Seropédica, no estado do Rio de Janeiro. Os autores prospectaram 190 isolados,
distribuidos em 54 espécies. Penicillium foi 0 género mais representativo com 32 espécies, tanto
para a area de Pinus quanto para a area de Corymbia. P. decumbens foi a espécie mais
abundante, identificada em todas as amostragens nas diferentes condi¢des de temperatura e
umidade, independente da cobertura vegetal (Fraga et al., 2010). Ainda em 2010, Fraga e
colaboradores avaliaram a comunidade de fungos do solo de uma duna localizada na Restinga
da Marambaia, no Rio de Janeiro, Brasil. Os géneros mais frequentes foram Penicillium,
Aspergillus e Trichoderma. Do género Penicillium, foram identificadas P. arenicola, P.
corylophilum, P. decumbens, P. echinulatum, P. javanicum, P. miczynskii, P. paxilli, P.
purpurogenum, P. sclerotiorum e P. simpliciisimum. De acordo com 0s autores, duas espécies
pertencentes a este género ndo foram puderem ser identificadas com base na morfologia (Fraga
et al., 2010b).

Fraga et al., (2012) avaliaram a diversidade, bem como a sucessdo de Trichocomaceae
em areas de Mata Atlantica com diferentes niveis de antropizagéo, situadas no Parque Natural
Municipal do Curio, Paracambi, Rio de Janeiro, Brasil. As areas foram classificadas pelos
autores como area mais impactada e area menos impactada. Foram isoladas 87 amostras de
fungos, distribuidos em quatro géneros e 22 espécies. Do género Penicillium foram
identificadas 16 espécies, sendo este 0 género mais representativo nas duas areas estudadas.

Em 2013, Cruz e colaboradores avaliaram a comunidade de Penicillium presentes em

solos de remanescente de Mata Atlantica, situada na capital de Pernambuco, Brasil, durante as
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estacOes chuvosa e seca. Os autores obtiveram 445 isolados, distribuidos em 17 espécies. Na
estacdo seca, houve maior riqueza de espécies, quando comparada a estacdo chuvosa. De acordo
com os autores, espécies de Penicillium se adaptam bem a baixa disponibilidade de agua de
baixo do solo (Cruz et al., 2013a).

Embora o solo seja o habitat natural dessas espécies, elas podem ser encontradas em
todos os ecossistemas (Pitt, 1991). Além da elevada importancia ecoldgica, muitas espécies
apresentam potencial biotecnolégico, por produzirem metabdlitos de interesse industrial (Cruz
et al., 2013b). Por outro lado, algumas estirpes pertencentes a algumas espécies, podem
produzir metabolitos toxicos, denominados micotoxinas (Pitt, 1991).

2.10 MICOTOXINAS PRODUZIDAS POR ESPECIES DE PENICILLIUM E DE
TALAROMYCES

Produtos do metabolismo secundario de algumas espécies de fungos, as micotoxinas
podem atuar diretamente na protecéo dos fungos que as produzem contra fatores ambientais e
bidticos adversos (Frisvad et al., 2005; Abunhosa, 2008; Pleadin et al., 2017). Trata-se de
compostos que apresentam baixo peso molecular, podendo apresentar nefrotoxicidade (Culig
et al., 2017), além de potencial carcinogénico a humanos e a outros animais (Hoeltz et al.,
2009). Sdo produzidas a partir das vias metabdlicas dos policetideos, dos terpenoides e de
alguns processos que usam aminoacidos essenciais. Sua estrutura molecular varia desde um
anel heterociclico até oito anéis associados, o que esta relacionado com a diversidade de efeitos
toxicos (Abrunhosa, 2008; Abrunhosa et al., 2010).

A quantidade de micotoxinas necessaria para ocasionar efeitos adversos para a salde
varia amplamente entre toxinas, bem como para cada animal ou sistema imunoldgico do
humano contaminado. Para comprrender os efeitos negativos das micotoxinas em saude
humana dois conceitos sdo necessarios: toxicidade aguda, definida como o inicio rapido de um
efeito adverso de uma exposicao Unica; e a toxicidade cronica, que significa o lento ou atrasado
inicio de um efeito adverso, geralmente de multiplas exposic¢Ges de longo prazo. As micotoxinas
podem ser agudas ou cronicamente toxicas, ou ambas, dependendo do tipo de toxina e da dose.
A incorporacdo de micotoxinas em estruturas de membrana leva a alteracdes nas funcgdes da
mesma. Em geral, os efeitos das micotoxinas no DNA, RNA, sintese protéica e acdo pro-
apoptdtica ocasionam mudancas em funcBes fisioldgicas, tais como no crescimento, no

desenvolvimento e na reproducéo do ser (Surai et al., 2008).
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Muitas espécies de Penicillium sdo reconhecidas como micotoxigénicas, apresentando
efeito maléfico aos homens e a outros animais. A maioria das micotoxinas deste género foi
isolada de produtos agricolas, tais como milho, soja, uva, damasco, macd, péssego e em
produtos industrializados derivados de frutas (Frisvad et al., 2004; Zhou et al., 2010). A
deteccdo de algumas toxinas produzidas por linhagens de Penicillium tem sido aplicada durante
a identificacdo, para torna-la mais robusta, compondo assim uma abordagem polifasica. Dentre
as micotoxinas produzidas por espécies de Penicillium e utilizadas na caracterizagdo e
identificacdo dessas espécies, destacam-se a citrinina (CIT), a ocratoxina A (OTA), a patulina
(PAT), o acido penicilico (CPA) e o acido ciclopiazonico (PCA) (Frisvad et al., 2004).

A citrinina (Figura 6) € um policetideo, reconhecido por causar a nefropatia micotoxica,
um tipo de distarbio renal. Além de sua nefrotoxicidade, que foi comprovada por varios estudos,
também ha provas de que a citrinina esta envolvida na indugdo da apoptose através do estresse
oxidativo, embora 0 mecanismo de regulamentagdo preciso ainda ndo seja compreendido
(Calug et al., 2017).

Fungos produtores de citrinina geralmente contaminam cereais ou plantas fibrosas,
mantidos em armazém com o aumento da umidade (Stoev et al., 2010; Zadravec et al., 2017).
Trata-se de uma micotoxina originalmente isolada em 1931 por Hetherington e Raistrick, a
partir de uma cultura de Penicillium citrinum. Apresenta peso molecular de 250,25 Da, e
formula empirica C13H14O0s. Além de Penicillium citrinum, outras espécies de Penicillium,
como P. expasum e P. verrucosum, e até mesmo de Aspergillus e de Monascus, mostraram-se
capazes de produzir esta toxina (Frisvad et al., 2004; 2005; Bovdisova et al., 2016; Touhami et
al., 2018). Do género Aspergillus, A. awentil, A. ostianus, A. fumigatus, A. niveus, A. awamori
e A. parasiticus foram relatadas como produtoras.

A citrinina é geralmente formada apds a colheita em condi¢gdes de armazenamento e
ocorre principalmente em grdos armazenados, embora também possa ocorrer em outros
produtos de origem vegetal, como feijOes, frutas, sucos de frutas e vegetais, ervas e especiarias,
além de produtos lacteos (Bovdisova et al., 2016; Sanchéz et al., 2017). O armazenamento de
produtos agricolas sempre foi um desafio pois geralmente sdo contaminados com uma
variedade de fungos e pragas. Consequentemente, a distribuicdo de micotoxinas em muitos
produtos agricolas € heterogénea. Portanto, é importante que algumas dessas toxinas, como as
citrininas e suas implicagdes para a salde, sejam adequadamente compreendidas com o objetivo
de desenvolver medidas preventivas e de controle adequadas contra a contaminacdo de

alimentos (Bovdisova et al., 2016). Os fungos que produzem citrinina sdo 0s principais
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produtores de outras micotoxinas incluindo ocratoxina A e aflatoxinas em grdos.
Consequentemente, a co-ocorréncia de citrinina com ocratoxina A e aflatoxina B € comum em
grdos, particularmente em arroz. A ocorréncia simultanea da toxina com patulina em sucos de
maca e compotas de magca foi relatada (Doughari, 2015). Ostry et al., (2013) também relataram
a ocorréncia de citrinina em uma variedade de géneros alimenticios de origem vegetal, por
exemplo, cereais e produtos de cereais, arroz, macas, sucos de frutas, azeitonas pretas, nozes
assadas (améndoas, amendoim, avelds, nozes de pistache, sementes de girassol, especiarias (por

exemplo, acafrdo, coentro, erva, pimenta preta, cardamomo e cominho).

Figura 6 - Estrutura quimica da citrinina (CIT).
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A ocratoxina A (OTA) (Figura 7) é uma [B-fenilalanina ligada a uma isocumarina
(dihidroisocumarina), reconhecida pelo seu potencial nefrotoxico, além de apresentar potencial
cancerigeno. Pertence ao grupo que possui oito tipos diferentes de metabdlitos aos quais Ihe sdo
dados o0 nome genérico de ocratoxinas, sendo: a ocratoxina A, a ocrtaoxina B, a ocratoxina o, a
ocrtaoxina P, a (4R)- e (4S)-4-Hidroxi-ocratoxina A, ocratoxina B, e a ocratoxina C (Sharma;
Salunkhe, 1991). Foram isolados a partir de Aspergillus ochraceus e, mais tarde, isolados a
partir de outras espécies. No género Aspergillus 20 espécies da se¢do Circumdati, sete da secéo
Nigri e duas da secdo Flavi, sdo reconhecidas como produtoras de OTA (Perrone et al., 2017).

Algumas espécies de Penicillium foram reconhecidas como potenciais produtoras de
OTA (Tabela 02), porém, Penicillium verrucosum e P. nordicum sdo as mais conhecidas.
Penicillium verrucosum € quase exclusivamente responsavel pela a ocorréncia de ocratoxina A
em cereais e produtos derivados de cereais (Lund e Frisvad 2003; Limay-Rios et al., 2017). Por
outro lado, P. nordicum é um contaminante comum de alimentos proteicos ricos em sal, como

salame e presunto. Ambas as espécies sdo taxonomicamente muito semelhantes e considerados
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as duas maiores produtoras de OTA em climas temperados. Segundo Perrone et al., (2017),
embora alguns trabalhos tenham relatado a producéo de OTA por outras espécies de Penicillium
e de Talaromyces, apenas P. verrucosum, P. nordicum e, mais recentemente, P. thymicola, séo
capazes de produzir OTA. De acordo com os referidos autores, para afirmar a producéo de OTA

por uma espécie, é necessario cumprir algumas etapas:

1. Deve assegurar-se que o isolado € uma cultura pura, por exemplo, através de cultura
monosparica ou realizando suspensao de esporos em meio de agar;

2. O meio de cultura adequada e as condi¢Oes de incubagdo devem ser usadas para a
producdo de micotoxinas;

3. Deve garantir-se que o isolado esteja devidamente identificado. Muitas vezes, a sua
sequéncia ndo é suficiente para identificacdo adequada;

4. O isolado deve ser preservado em uma, ou preferencialmente duas colecGes de
Culturas Internacionais, garantindo a identidade e a pureza da amostra, além do acesso a mesma
por outros pesquisadores;

5. A presenga da toxina deve ser confirmada por pelo menos trés métodos diferentes,
utilizando o padrdo adequado. Isto é especialmente importante quando novos registros estdo
sendo fornecidos na produgéo inesperada de micotoxinas por espécies que ndo foram relatadas
para produzi-las anteriormente;

6. A presenca de precursores biossintéticos ou produtos relacionados a biosintese
ajudara a confirmar a presenca de micotoxina. No caso da OTA, a presenca de ocratoxina B,
ajudara a confirmar a probabilidade de que a OTA possa ser produzida;

7. Frequentemente, espécies filogenéticamente estreitamente relacionadas produzem
uma micotoxina dada, entdo se uma micotoxina € relatada por uma espécie ndo relacionada com
0s produtores ja conhecidos, deve-se ter extremo cuidado para confirmar que é realmente um
novo registro sobre um novo produtor;

8. Sempre que possivel e quando conhecido, verifique a presenga e expressao de
aglomerados de genes envolvidos na via biossintética das micotoxinas.

A producdo de micotoxinas geralmente ocorre em resposta a estresses ambientais, tais
como alteragdes no pH, temperatura, atividade de 4gua ou luz (Khoury e Atoui, 2010).

De acordo com Paterson e Lima (2010), as condicGes climéticas de um pais geralmente
determinam, em grande parte, as classes de fungos que iréo crescer e 0s tipos de micotoxinas

que podem produzir. No Brasil, existem condi¢6es propicias para o crescimento de fungos
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micotoxigénicos (Maziero e Bersot, 2010). A OTA ja foi relatada tanto em paises de climas
temperados, quanto em tropicais principalmente sobre cereais e seus produtos, com destaque
para o milho e o trigo. No entanto, também é encontrado em uma variedade de alimentos e
bebidas comuns, incluindo pédo, cerveja, chocolate, café, frutas secas, suco de uva, carne de
porco, aves e vinho, entre outros (Welke e Noll, 2009; Cabaries et al., 2010).

De todos os compostos do grupo das ocratoxinas, a OTA € o mais tdxico, sendo um
contaminante frequente de cerais estocados. Apresenta peso molecular de 403,81 Da e formula
empirica C20H180sNCI, sendo considerada citotdxica, nefrotoxica, carcinogénica, teratogénica
e imunossupressora, apresentando efeitos toxicos como danos ao DNA, inibindo sintese
proteica, induzindo a peroxidacdo de lipidios e causando estresse oxidativo (Abrunhosa, 2008).
De acordo com Brown et al., 2007, esta micotoxina foi associada a nefropatia endémica dos
Balcas, nos quais foi observada reducdo progressiva das funcdes renais. Ainda de acordo com
os autores, a OTA tem demonstrado efeitos carcinogénicos em animais. Apds comprovacgéo da
carcinogenicidade em animais, a OTA foi classificada pela Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer (IARC) no grupo 2B, ou seja, como possivelmente carcinogénica para humanos
(IARC, 1993). A OTA foi encontrada em sangue humano em todos os paises onde foi
investigada, frequentemente em alta incidéncia, como, por exemplo, em Portugal (Lino et al.,
2008) e na Tunisia (Hassen et al., 2004).

Além da carcinogenicidade, foram evidenciados outros graves efeitos em animais, tais
como mutagénicos (Palma et al., 2007), teratogénicos (Balasaheb et al., 2007),
imunossupressores (Rossiello et al., 2008), genotdxicos (Tozlovanu et al., 2006) e neurotdxicos
(Sava et al., 2006).

Assim como a patulina a OTA é um metabolito termotolerante.

Figura 7 - Estrutura quimica da ocratoxina A (OTA).

HO O
N (@]
H
Cl



46

Tabela 2 - Espécies de Penicillium relatadas como produtoras de Ocratoxina A (OTA).

Espécie produtora Referéncias
Penicillium chrysogenum Thom Ciegler et al., 1972
Penicillium commune Thom Scott et al., 1972
Penicillium cyclopium Turner and Aldridge, 1983
P. funiculosum (Talaromyces funiculosus) Betina, 1989
Penicillium palitans Westling (P. commune Betina, 1989
Thom)
P. pinophilum (Talaromyces pinophilus) Perrone et al., 2017
P. purpurencens Betina, 1989
P. purpurogenum (= T. purpurogenous) Perrone et al., 2017
P. radiucm = (T. radicus) Betina, 1989
P. rugulosum = (T. rugulosus) Perrone et al., 2017
Penicillium thymicola Perrone et al., 2017
P. variabile Sopp = (T. wortmanii) Perrone et al., 2017
P. verrucosum chemotype I, Il (= P. Nguyen et al., 2017
viridicatum Wesltling)
P. verruculosum Peyronel = (T. verruculosus) Betina, 1989; Perrone et al., 2017
P. viridicatum Westling Frisvad and Thrane, 1993; Frisvad

& Samson., 2004; Limay-Rios et al., 2017

A patulina (Figura 8) é um metabdlito secundario produzido por diversas espécies de
fungos dos géneros Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys, Gymnoascus e Paecilomyces.
Penicillium expansum é reconhecido como o maior produtor desta micotoxina (Celli et al.,
2009; Torovic et al., 2017). P. expasum é uma espécie comum em solo (Colakoglu 2002;
Demirel et al., 2013) e até mesmo no ar interior (Gutarowska et al., 2012). Além disso, essa
espécie pode infestar uma ampla gama de produtos agricolas no campo, durante a colheita, no
armazenamento e durante a processamento (Siddique 2012). Macds, uvas, peras, cerejas,
péssegos, ameixas, feijdo, amendoim) e graos de cereais (como milho, cevada, soja, e sorgo)
sdo considerados altamente favoraveis para a colonizacéo de P. expansum (Frank et al., 1977;
Machinski Jr e Midio, 1996; Tangni et al., 2003). Além disso, essa espécie pode crescer em

substratos ndo consumiveis, tais como materiais de construgdo contendo celulose,
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especialmente papel de parede, drywall (Gutarowska et al., 2012) e blocos de madeira Umida
(Land and Hult, 1987).

Segundo Ji et al., (2017), niveis altos de patulina ja foram encontrados em produtos
industrializados, como em sucos de uva e de macd, além de produtos & base de macas para as
criangas.

Pertencente a classe hidroxifuropiranona, também conhecida como clavicina,
claviformina ou expansina, apresenta formula empirica C7HsO4, cujo peso molecular é de
154,12. Este metabolito apresenta efeitos toxicos agudos e cronicos. Os efeitos agudos da
patulina incluem agitacdo, convulsoes, e inflamacdo intestinal (Zaied et al., 2013; Hammami et
al., 2017). De acordo com Yang et al., (2017), a patulina foi referenciada como capaz de causar
danos graves em varios sistemas de 6rgdos como rim, tecido intestinal e sistema imunoldgico.
Além disso, foi classificado como um agente genotoxico (Glaser e Stopper 2012; Sarubbi et al.,
2016) e relatada por muitos autores como promotor de efeitos mutagénicos (Kirsch, 1990;
Sarubbi et al., 2016), carcinogénicos (Becci et al., 1981; Sarubbi et al., 2016), neuroldgicos
(Turovic et al., 2017; Sarubbi et al., 2016) e teratogénicos (Ciegler et al., 1976; Smith et al.,
1993; Sarubbi et al., 2016). Considerando a toxicidade aguda e potencialmente prejudicial
efeitos genotoxicos, a Organizagcdo Mundial de Saiude (OMS) fez uma recomendac&o de que 0
nivel maximo permitido de patulina no suco de maga ¢ de 50 ug/L (WHO, 2003), que foi
adotado pela China. Recomenda-se a Comissdo Europeia (CE) que o limite maximo de patulina
em alimentos para bebés e lactentes formula seja 10 pg/kg (EC 2003).

De acordo com Bullerman (1985), os principais fatores responsaveis pelo crescimento
do Penicillium expansum, bem como pela sua producgéo de patulina em frutas séo a atividade
de &gua superior a 0,82 e temperatura entre 20 a 25°C. Em 1995, o Joint Expert Committee on
Food Additives (JECFA), da Organizacdo Mundial da Saude (WHO) e da Organizacdo de
Alimentos e Agricultura (FAO), alterou a Ingestdo Semanal Toleravel Proviséria (PTWI) de
7ug.kg-1 de peso corpdéreo/semana de patulina para uma Ingestdo Diaria Toleravel Mé&xima
Provisoria (PMTDI) de 0,4ug.kg-1 de peso corpéreo/dia (WHO, 1995).

Figura 8 - Estrutura quimica da patulina (PAT).
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Outra relevante micotoxina produzida por algumas espécies de Penicillium € o &cido
ciclopiazénico que apresenta formula quimica C8H1004 (Figura 9) e peso molecular 170,16
g/mol.

De acordo com Holzapfel (1967) é uma micotoxina produzida principalmente por
P. cyclopium Westling. Trata-se de uma espécie com distribuicdo mundial e é freqlientemente
isolada de grdos armazenados e produtos de cereais. Holzapfel (1967) isolou varios espécimens
desta espécie, a partir de amostras de produtos domésticos de cereais, causaram toxicosas
agudas em patos e ratas. O autor utilizou farinha de milho como meio de cultura para o P.
cyclopium no intuito de identificar o composto que causava efeitos toxicos aos patos e ratos.
Apos extragdo o novo composto foi identificado como Acido Ciclopiazonico (a-CPA). Trata-
se de um &cido indol tetramico, com peso molecular de 336,38 (Figura 07). Esse acido é
produzido por algumas espécies de Penicillium e Aspergillus isoladas de varios produtos
agricolas (Sosa et al., 2003). Algumas espécies aflatoxigénicas, como Aspergillus flavus Link,
produzem também CPA (Maragos et al., 2017). Além de Aspergillus flavus, A. fumigatus e A.
phoenicis ja foram identificadas como produtoras (Vinokurova et al., 2007). A toxina foi
encontrada como um contaminante natural em queijos, figos, milho, arroz, amendoim, milheto
e alimentos (Lansden e Davidson 1983; Rao e Husain 1985; Urano et al., 1992; Burdock e
Flamm 2000; Hayashi e Yoshizawa 2005; Heperkan et al., 2012). No Brasil, além de
amendoim (Zorzete et al., 2012; 2013), ha relatos de CPA em produtos derivados de tomates e
em leite comercial, coletados no estado de S&o Paulo (Motta e Soares, 2000; 2001; Oliveira et
al., 2006).

Segundo Maragos et al. (2017), animais quando alimentados com a-CPA, apresentaram
perda de peso, diarréia, pirexia, desidratacdo, ataxia, imobilidade e, finalmente, espasmo na
morte (Richard e Payne, 2003). Segundo Miller et al. (2011), perus e galinhas podem ser
afetados por a-CPA. Acredita-se que a toxicidade de a-CPA é ocasionado pela interrupcdo da
homeostase do célcio (Riley et al., 1995). A toxina esta disponivel comercialmente como um

inibidor do reticulo sarcoplasmico Ca?+ -ATPase (Maragos et al., 2017).
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Figura 9 - Acido Ciclopiazénico (a-CPA).

Além do &cido ciclopiazdnico, outra importante micotoxina € o acido penicilico (CPA)
ou 4cido 3-metoxi-5-metil-4-oxi-2,5-hexadienoico (Figura 10) (Diniz, 2015). Trata-se de um
composto isolado no Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da América por Alsberg
e Black em 1913, a partir de milho infectado por Penicillium puberulum. Posteriormente foi
reconhecido como produzido por outras espécies de Penicillium e por Aspergillus ochraceus.
E considerada uma micotoxina potencialmente caarcinogénica, citotoxica e hepatotoxica,
embora também apresente elevado potencial antimicrobiano. O acido penicilico, cuja estrutura
é apresentada na Figura 10, tem propriedades bioldgicas similares as da patulina. E produzido
por um grande namero de fungos, incluindo os do género Penicillium (P. puberulum, por
exemplo), assim como por Aspergillus ochraceus. Um dos maiores produtores dessa toxina é o
P. aurantiogriseum. Essa micotoxina tem sido encontrada no milho, feijdo e outros produtos
agricolas, além de ter sido produzida experimentalmente em queijo suico (Diniz, 2005). E uma

micotoxina comprovadamente carcinogénica (Diniz, 2007; Diniz, 2015).

Figura 10 - Acido Penicilico (CPA).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado em area agricola da Usina Trapiche (8° 35" 21" S, 35° 6’ 55"W),
situada no municipio de Sirinhaém, Litoral Sul de Pernambuco, em solo classificado como
Latossolo Amarelo coeso distrofico, textura argilosa/muito argilosa (Saldanha et al., 2007).
Segundo o sistema de K&ppen, predominam na 4rea o clima Ams’, tropical chuvoso de mongao
com verdo seco, com precipitacdo pluvial média anual da ordem de 2.295,5 mm (Koffler et al.,
1986). A usina tem como préatica a aplicacdo de vinhaca em solos que estdo em pousio
(descanso), para elevar a fertilidade dos mesmos.

3.2 COLETASE ISOLAMENTO DE ESPECIES DE PENICILLIUM E DE TALAROMYCES
PRESENTES EM SOLOS DE CULTIVO DE CANA-DE-ACUCAR, NO MUNICIPIO DE
SIRINHAEM, PERNAMBUCO, BRASIL

Foram realizadas seis coletas de amostras de solo, em areas cultivadas e em &reas em
pousio (sem cana plantada). As coletas foram realizadas nos meses de novembro e dezembro
de 2014, janeiro, abril, maio e junho de 2015. Para cada area, as amostras de solo foram
coletadas dentro de trés transectos de 4x25 m, na profundidade de 0-20 cm, perfazendo um total
de trés amostras por area estudada. Em seguida, foram acondicionadas em sacos plasticos
esterilizados, mantidas a temperatura ambiente e transportadas para o Laboratério de Fungos
Fitopatogénicos e Biocontroladores do Departamento de Micologia, do Centro de Biociéncias,
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), para manipulagéo.

3.3 ANALISE DAS CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS DO
SOLO

As analise de pH, teores disponiveis de Al, Ca, Mg K, Na, P, acidez ativa (H), C e de
matéria organica, foram realizadas pelo Instituto de Pesquisas Agropecuarias de Pernambuco -
IPA.

3.4 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DAS CULTURAS DE PENICILLIUM E DE
TALAROMYCES

O isolamento das culturas dos fungos em estudo foi procedido de acordo com o método
de suspensdo, proposto por Clark (1965). Todas as 36 amostras de solo compostas foram

suspensas em agua destilada esterilizada e dilui¢Ges sucessivas foram realizadas. Foram obtidas
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suspensdes na concentragdo de 1:1000 g-mL™?. Cada uma das amostras de solo em suspensio
aquosa composta foi inoculada em 5 diferentes placas de Petri contendo agar Sabouraud
suplementado com 50 mg-L* de Cloranfenicol (SA-C), e 5 placas de Petri contendo agar
Dicloran com Rosa de Bengala suplementado com 50 mg L de Cloranfenicol (DRB-C). No
total, 360 placas de Petri foram inoculadas e mantidas a 28 °C (+ 2 °C) durante 72 h (Cruz et
al., 2013).

Apos a purificacdo dos isoaldos, fragmentos das col6nias de fungos foram transferidos
para placas de Petri contendo meio de cultura agar Sabouraud suplementado com Cloranfenicol.
Ap6s a confirmacdo da pureza, as culturas foram mantidas em meio Agar Extrato de Malte
(MEA) a25°C (2 °C).

3.5 ANALISE MORFOLOGICA

Para andlise morfoldgica, os isolados foram cultivados em trés pontos &gar Czapek
levedura (CYA), agar extrato de malte (MEA) e 25% éagar glicerol (G25N). A incubacéo
ocorreu a 5°C, 25°C e 37°C para CYA e a 25°C para MEA e G25N. Para a identificacdo das
espécies foram observadas caracteristicas macroscopicas e microscopicas (Pitt, 1991; Samson
e Frisvad, 2004). Um representante de cada espécie obtida foi incorporado ao acervo da Colecao
de Culturas - Micoteca URM (WDCM®604), do Centro de Biociéncias da Universidade Federal

de Pernambuco.

3.6 IDENTIFICAQAO MOLECULAR DAS ESPECIES

Para andlise molecular, os isolados de Penicillium e Talaromyces que apresentaram
divergéncia morfoldgica e identificacdo inconclusiva (47 isolados), foram cultivados em Agar
Extrato de Malte (MEA) a 25 °C por 7 dias para posterior identificacdo molecular. A extracdo
de DNA gendmico foi realizada utilizando o UltraClean Microbial DNA isolation kit (Mo Bio
Laboratories, Carlsbad, CA) seguindo as recomendacdes do fabricante.

A regido génica B-tubulin (BenA) foi amplificada para todos os isolados utilizando os
primers Bt2a e Bt2b (Glass e Donaldson, 1995) e as condi¢des de PCR descritas por Visagie et
al. (2014). Os produtos de PCR foram purificados utilizando a enzima Exosap illustra™
ExoProStar™ 1-Step (GE Healthcare Life Sciences) e sequenciados na plataforma de
sequenciamento do LABCEN/CCB na Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brazil).

Os eletroferogramas foram analisados utilizando o software software BioEdit (Hall, 2014) a
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partir do qual obteve-se as sequéncias de nucleotideos consenso. Todas as sequencias obtidas
foram depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (MG452803 até MG452849).

Para a analise filogenética, as sequencias de BenA obtidas foram adicionadas a um
conjunto de sequéncias de referéncia ou quando possivel, dos tipos das espécies de Penicillium
e Talaromyces, obtidas no Genbank e alinhadas no programa ClustalW (Higgins et al., 1994)
implementado no MEGA v. 7 (Kumar et al., 2015).

Os alinhamentos gerados foram depositados no TreeBASE (http://www.treebase.org/)
sob 0 numero de acesso S21877.

As analises filogenéticas foram realizadas por Inferéncia Bayesiana no programa Mr.
Bayes v.3.2.2 (Ronquist e Huelsenbeck, 2003) implementado na plataforma online CIPRES
Science Gateway (Miller et al., 2010). Os modelos de substituicdo de nucleotideos foram
buscados através do Mr. MODELTEST 2.3 (Posada & Buckley, 2004), sendo estimados
separadamente para cada alinhamento e selecionados de acordo com Akaike Information
Criterion (AIC). O modelo GTR+I+G foi selecionado para Penicillium e HKY+I1+G para
Talaromyces. Quatro cadeias MCMC foram iniciadas simultaneamente até 10 milhGes de
geragdes, sendo amostrada uma arvore a cada 1000 geracGes. Das 10 mil &rvores amostradas,
25% foram descartadas da analise e os valores de probabilidade posterior (Rannala e Yang,
1996) foram determinados da arvore consenso através das 7500 arvores remanescentes. A
arvore resultante foi visualizada e editada no software FigTree (Rambaut, 2009) e em seguida

exportada para programas gréaficos.

3.7 ANALISES ECOLOGICAS DA COMUNIDADE DE PENICILLIUM E DE
TALAROMYCES ENCONTRADAS

A analise estatistica da diversidade de espécies dos géneros avaliados, presentes em
solos de areas de cultivo de cana-de-acucar, foi realizada utilizando o indice de Shannon. A
equitabilidade quantificada através do indice de Pielou (Pinto-Coelho, 2002). A abundancia foi
calculada de acordo com Magurran (1988) e a dominéancia relativa foi estabelecida pela equacéo
DA =NA/NA + NB + NC ... NN x 100, onde DA significa dominancia das espécies, e NA +
NB + NC ... NN significa o numero de individuos de espécies A, B, C.... N. Foram consideradas
dominantes as espécies cujos percentuais forem superiores a 50 % (Magurran,1988).
Frequéncia das espécies durante o estudo foi calculada pela equacdo FA = PA / P x 100, onde

F significa frequéncia de espécies A; PA significa o nUmero de amostras em que a espécie A
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esta presente e P significa o nimero total de amostras. De acordo com Magurran (1988), F >
50% = espécies constantes, 10% <49% F <= espécies comuns e F < 10% = espécies raras.

A similaridade-dissimilaridade de espécies de Penicillium, bem como de Talaromyces
entre as areas cultivadas e em pousio foi testada com base na distancia de Bray-Curtis que varia
de O (similaridade) a 1 (dissimilaridade), utilizando-se a matriz de densidade das espécies
(Pinto-Coelho, 2002). A analise foi realizada entre as coletas. O método de ligacdo do
dendrograma foi o do peso proporcional (WPGMA — Weight Pair Group Mathematical
Average) (Rohlf e Fisher, 1968). Estes célculos foram realizados utilizando o programa
computacional NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analisys System) da Exeter
Software — USA (Rohlf, 1993).

3.8 DETECCAO DA PRODUCAO DE MICOTOXINAS PELAS ESPECIES DE
PENICILLIUM E DE TALAROMYCES ATRAVE DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ULTRA PERFORMANCE ACQUITY UPLC M-CLASS

Um representante de cada espécie isolado foi analisado quanto a producdo de
Ocratoxina A (OTA), Patulina (PAT), Citrinina (CIT), Acido Ciclopiazonico (CPA) e Acido
Penicilico (APA), em meio Agar Extrato de Malte (malte 20 g°'L -1, glicose 20 g'L -1, peptona
1 gL -1, agar 20 g'L -1). Os isolados foram inoculados em placas de 6 cm de didmetro e
incubados a 25° C por 7 dias, no escuro. Apés o crescimento, de cada col6nia foram removidos
7 discos de 5 mm e colocados em frascos de vidro borocilicato &mbar de 4 mL e adicionados 2
mL de metanol. Em seguida, Os frascos foram vigorosamente misturados em vortex e colocados
em banho de ultrasons (Sonicor) durante 60 minutos para melhorar a extragdo das micotoxinas.
Apos esse periodo, os extratos foram filtrados atraves de filtros de seringa de PTFE com poros
de 0,45 um (Merck) em colocado em frascos ambar de 1 mL de vidro de borosilicato, em
seguida o material foi concentrado utilizando um concentrador de amostras. As amostras foram
analisadas utilizando o sistema de cromatografia liquida de ultra performance ACQUITY
UPLC M-Class, (Waters Corporation), utilizando uma coluna C18 como fase estacionaria e a
associacdo de solventes como fase mével. O sistema é acoplado a um espectrometro de massas
ACQUITY SQ Detector 2 (Waters Corporation), um single quadrupole, com o sistema de
ionizacdo por eletronspray. As analises dos dados foram realizadas pelo software Masslinx
(WATERS). Os padrdes das micotoxinas CIT, PAT, OTA, CPA, APA) foram obtidos da

Sigma-Aldrich. As amostras foram consideradas positivas quando forem detectadas no
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espectrometro de massas, e sua concentra¢do confirmada a partir de uma curva analitica gerada
pela associacdo de concentracdes conhecidas dos padrdes de micotoxinas com o sinal detectado

pelo equipamento.
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4 RESULTADOS
4.1 ANALISE DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS DO
SOLO

Os valores obtidos para as analises fisico-quimicas das amostras de solo estdo
apresentados na Tabela 01. Para a area de pousio, pode-se observar valores mais elevados de
pH, teores de C, P, K e matéria organica além de temperaturas mais elevadas, quando

comparadas a area cultivada.

Tabela 3 - Analise de fatores abidticos das amostras de solo de area Cultivada com cana-de-agUcar (Saccharum

officinarum L.) e de solo de drea em pousio, de uma usina situada no municipio de Sirinhaém, Pernambuco, Brasil.

Fatores Area Cultivada Area em Pousio
Cl C2 C3 C4 C5 cCo6 Cl C2 (C3 C4 G5 C6

Temperatura 28 29 30 30 29 30 30 30 32 32 34 33

pH 54 53 52 53 52 52 58 58 56 57 56 5,6
P (mg kg?) 13,0 150 170 270 280 300 680 3,0 230 650 600 100
Al (cmolc kg~ 0,15 0,20 0,25 0,15 0,23 0,15 00 00 00 0,05 00 0,05

1
{\)Ia (cmolc kg~ 050 0,25 0,20 0,18 0,20 0,23 0,04 0,04 0,08 0,03 0,04 0,05
% (cmolckg- 0,14 0,12 0,14 0,13 0,24 0,14 0,20 0,24 0,17 0,18 0,17 0,20
1C)Za (cmolc kg 2,0 2,70 2,80 260 240 200 230 340 0,75 083 0,90 3,00
l\)/lg 3(Cmolc 1,10 1,030 1,10 1,10 1,10 1,30 0,9 0,80 0,75 0,9 0,80 0,70
;nzcr)nolc dm~ 471 511 410 520 4,20 530 490 225 480 4,70 2,45 4,60
I\)/Iatéria 2,17 227 2,72 217 2,27 260 229 244 258 230 245 2,60

Organica (%)
Carbono (%) 1,26 132 158 120 127 130 133 142 150 137 140 153

Cl=coleta 1; C2=coleta 2; C3=coleta 3; C4=coleta 4; C5=coleta 5; C6=coleta 6. Fonte: Préprio autor.

4.2 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

Ao final das seis coletas realizadas foram obtidas 1.344 UFC’s, das quais 674 foram
provenientes da area cultivada e 670 da area em pousio. Ao todo, 16 espécies foram
prospectadas, 13 pertencentes ao género Penicillium e trés ao Talaromyces. Onze espécies
(nove de Penicillium e duas de Talaromyces) ocorreram na area cultivada, sendo sete exclusivas
para area (Penicillium javanicum, P. limosum, Penicillium sp. 1, Penicillium sp. 3, Penicillium

sp. 6, Talaromyces muroii e Talaromyces sp. 1. Na area de pousio, foram encontradas nove
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espécies (oito de Penicillium e uma de Talaromyces), sendo seis restritas a area (Penicillium

paxilii, P. rubens, P. sanshaense, P. sp. 5 e Talaromyces verruculosus) (Tabela 2, Figura 11).
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Tabela 4 - Numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC’s) de espécies de Penicillium e Talaromyces por coleta, nas areas de cultivo de cana-de-agucar e rea em pousio

(Mata Atlantica), de uma usina situada no municipio de Sirinhaém, Pernambuco, Brasil e Dominancia Relativa, de acordo com Magurran (1988).

Espécie N° URM Area Cultivada Area em Pousio

C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 T DR FR Cl1 C2 C3 C4 C5 Co6 T DR FR TOTAL

(90) (%) (%) (%) GERAL

Penicillium citrinum Thom 7720 10 07 05 12 08 08 50 7.4 100 15 20 21 15 05 12 88 13,1 100 138
P. javanicum J.F.H. 7719 10 05 03 13 04 03 38 56 100 O 0 0 0 0 0 0 00 00 38
Eé}mwaosum S. Ueda 7822 13 17 25 22 25 27 129 191 100 O 0 0 0 0 0 0 00 00 129
P. paxilli Bainier 7699 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0 13 15 15 6 6 5 60 9,0 100 60
P. rubens Biourge 7700 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0 15 20 13 09 14 10 81 12,1 100 81
P. sanshaense 7681 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0 3 5 6 7 2 1 24 36 100 24
P. wotroi Houbraken, 7717 22 17 13 12 10 09 83 123 100 17 25 23 22 22 22 131 19,6 100 214
Ldpez-Quint., Frisvad &
Samson
Penicillium sp. 1 7805 04 03 03 03 10 09 32 4,7 100 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0 32
Penicillium sp. 2 7807 04 07 09 10 13 10 53 7,9 100 09 10 13 07 08 07 54 81 100 107
Penicillium sp. 3 7722 10 9 8 7 8 7 49 73 100 O 0 0 0 0 0 0 00 00 49
Penicillium sp. 4 7721 4 3 0 0 0 0 7 1,0 333 10 13 15 12 12 13 75 11,2 100 82
Penicillium sp.5 7705 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0 14 13 15 13 14 12 81 12,1 100 81

Penicillium sp. 6 7708 10 10 18 17 09 09 73 108 100 O 0 0 0 0 0 0 00 00 73
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Tabela 4 - (Cont.) Numero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC’s) de espécies de Penicillium e Talaromyces por coleta, nas areas de cultivo de cana-de-agucar e area

em pousio (Mata Atlantica), de uma usina situada no municipio de Sirinhaém, Pernambuco, Brasil e Dominancia Relativa, de acordo com Magurran (1988).

Espécie N° URM Area Cultivada Area em Pousio

Ci C2 C3 C4 C5 C6 T DR FR C1 C2 (C3 C4 C5 Cb6 T DR FR TOTAL

%) (%) (%) (%) GERAL

Talaromyces muroii 7821
Yaguchi, Someya & 13 13 14 15 16 17 8 131 100 0O O O 0 0 0 0 gg 00 88
Udagawa
T. verruculosus (Peyronel) 7721
Samson, N. Yilmaz, 0 0 o0 o o 0 0 00 00 12 13 12 12 13 14 76 113 100 76
Frisvad & Seifert
Talaromyces sp. 1 7706 13 12 11 12 12 12 72 107 100 0 0 0 0 0 0 0 oo 00 72
Total de espécies: 16 113 103 109 123 115 111 674 100 - 108 134 133 103 96 96 670 100 - 1344

Fonte: Proprio Autor.
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Figura 11 - Culturas de um representante de cada espécie, incubadas durante 7 dias a 25 °C, A. Verso e reverso
sobre MEA: (AA) = Penicillium citrinum Thom (verso), (AB) = P. citrinum Thom (reverso); (AC) = P. javanicum
J.F.H. Beyma (verso), (AD) - P. javanicum J.F.H. Beyma (reverso); (AE) = P. limosum S. Ueda (verso); (AF) =
P. limosum S. Ueda (verso); (AG) = P. paxilli Bainier (verso), (AH) = P. paxilli Bainier (reverso), (Al) = P.
rubens Biourge (verso), (AJ) - P. rubens Biourge (reverso), (AK) - P. sanshaense Wang & Zhuang (verso), (AL)
= P. sanshaense Wang & Zhuang (reverso); (AM) - P. wotroi Houbraken, Lépez-Quint., Frisvad & Samson
(verso), (NA) - P. wotroi Houbraken, Lépez-Quint., Frisvad & Samson (reverso); (AO) = P. sp. 1 (P. mimosum)
(verso), (AP) - P. sp. 1 (P. mimosum) (reverso); (AQ) = P. sp. 2 (P. barbosae) (verso), (AR) = P. sp. 2 (P. barbosae)
(reverso); (AS) = P. sp. 3 (P. tintae) (verso), (AT) = P. sp. 3 (P. tintae) (reverso); (AU) = P. sp. 4 (P. fenandae)
(verso), (AV) = P. sp. 4 (P. fenandae) (reverso); (AX) = P. sp. 5 (P. cruzzi) (verso), (AW) = P. sp. 5 (P. cruzzi)
(reverso); (AY) = P. sp. 6 (P. mottae) (verso), (AZ) - P. sp. 6 (P. mottae) (reverso); (BA) = Talaromyces muroii
Yaguchi, Someya & Udagawa (verso), = (BB) T. muroii Yaguchi, Someya & Udagawa (reverso); (BC) = T.
verruculosus (Peyronel) Samson, N. Yilmaz, Frisvad & Seifert (verso), (BD) = T. verruculosus (Peyronel)
Samson, N. Yilmaz, Frisvad & Seifert (reverso); (BE) = T. sp. 1 (T. trapichae) (verso), (BF) = T. sp. 1 (T.

trapichae) (reverso).
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Apos analise filogenética, dos 47 isolados analisados, sete isolados (sete clados) nédo
agruparam com nenhuma espécie conhecida, sendo tratadas aqui como Penicillium sp. e

Talaromyces sp. (Tabela 4; Figuras 12 e 13) e descritas como novas espécies para a ciéncia.
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Figura 12 - Arvore filogenética das espécies de Penicillium deduzidas da analise bayesiana com base nas
sequéncias de B-tubulina. As probabilidades posteriores de Bayesian séo indicadas acima dos nés. A arvore foi
enraizada em Talaromyces flavus NRRL2098 e Talaromyces loliensis CBS643.80. As espécies obtidas neste studo

80 destacadas em negrito.
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Figura 13 - Arvore filogenética das espécies de Talaromyces inferida a partir de analises bayesianas com base nas

sequéncias de B-tubulina. As probabilidades posteriores de Bayesian séo indicadas acima dos nés. A arvore foi

enraizada em Trichocoma paradoxa CBS788.83. As espécies obtidas neste estudo sdo destacadas em negrito.
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4.2.1 Descricdo de Talaromyces trapichae nova espécie de Talaromyces para a secéo

Trachyspermi

Taxonomia
Talaromyces trapichae S. Ramos, R. Cruz, C. Souza-Motta, N. Tinti, sp. nov.

Etimologia: Latim trapichae refere-se a usina Trapiche, local do isolamento da espécie.

Tipo. Holdtipo: aqui designado, crescido sobre MEA durante 7 dias a 25 °C; isolado a partir de
amostra de solo de cultivo com cana-de-agUcar, situada na usina Trapiche, municipio de
Sirinhaém, Pernambuco, Brasil (8° 35’ 21" S, 35° 6’ 55”"W), coletada durante 0s meses de
novembro e dezembro de 2014. Depositado na Colecdo de Culturas Micoteca URM
(URM7702).

Descricdo. Colbnias sobre MEA medindo 25-32 mm de diametro ap6s 7 dias a 25 °C (Figura
14 A e B), plana, velutinea; micélio cinza esverdeado; conidiogénese moderada a intensa;
conidios azuis em massa; exudato ausente; pigmento sollvel ausente; reverso amarelo
alaranjado; esclerdcio ausente.Coldnias sobre CY A medindo 27-35 mm de didmetro ap6s 7 dias
a25°C (Figura 14 C e D), plana, velutinea; micélio verde acinzentado; conidiogénese moderada
a intensa; conidios azuis em massa; exudato ausente; pigmento sollvel ausente; reverso amarelo
claro; esclerocio ausente. Cresce a 37 °C, néo cresce a 5°C. Ndo cresce sobre G25N (Figura 14
EeF).

Conididéforos similares em ambos 0s meios, biverticilados simétricos (Figura 14 G e H);
estipes medindo 7,8-12 um de comprimento, parede lisa; métulas geralmente em nimero de
cinco, medindo 7,8-12 um de comprimento; fialides acerosas medindo 10.0-21.0 pum de
comprimento; conidios levemente rugosos a rugosos, subglobosos a globosos, medindo 2.3-2.7

pum de didametro (Figura 14 1).
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Figura 14 - Talaromyces trapichae, culturas incubadas durante 7 dias a 25 °C, A. Verso sobre MEA, B. Reverso
sobre MEA, C. Verso sobre CYA, D. Reverso sobre CYA, E. Verso sobre G25N, F. Reverso sobre G25N, G, He

I. Conidi6foro biverticilado, J. Micélio sinematoso, K. Conidios.
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4.2.2 Descricdo de seis novas especies de Penicillium provenientes de solos de cultivo de

cana-de-agucar em Pernambuco, Brasil

Penicillium mimosum sp. nova

Taxonomia
Penicillium mimosum S. Ramos, R. Cruz, C. Souza-Motta, N. Tinti, sp. nov.
Etimologia: Latim mimosum refere-se a mimoso, em portugués, adjetivo que significa

delicado.

Tipo. Holdtipo: aqui designado, crescido sobre MEA durante 7 dias a 25 °C; isolado a partir de
amostra de solo de cultivo com cana-de-agUcar, situada na usina Trapiche, municipio de
Sirinhaém, Pernambuco, Brasil (8° 35’ 21" S, 35° 6’ 55"W), coletada durante 0os meses de
novembro e dezembro de 2014. Depositado na Colecdo de Culturas Micoteca - URM
(URM7804).

Descrigdo. Colonias sobre MEA medindo 27-35 mm de didmetro apds 7 dias a 25 °C (Figura
15 A e B), plana, levemente flocosa; micélio branco; conidiogénese leve a moderada intensa;
conidios verde-acinzentados; exudato ausente; pigmento sollvel ausente; reverso amarelo;
esclerdcio ausente. Colonias sobre CYA medindo 37-43 mm de diametro apos 7 dias a 25 °C
(Figura 15 C e D), radialmente sulcada, velutinea; micélio branco a creme; conidiogénese
moderada a intensa, verde-acinzentado; exudato incolor presente; pigmento sollvel ausente;
reverso amarelo claro; esclerdcio ausente. Cresce a 37 °C, ndo cresce a 5°C. N&o cresce sobre
G25N (Figura 15 E e F).

Conidioforos similares em ambos o0s meios, predominantemente biverticilados
assimétricos, com alguns conidiéforos monoverticilados isolados (Figura 15 G e H); estipes
medindo 100,0-180,0 um de comprimento, parede lisa; métulas geralmente em namero de
cinco, medindo 6,5-7,8 um de comprimento; fialides ampuliformes medindo 6,5-7,8 um de
comprimento; conidios levemente rugosos a rugosos, subglobosos a globosos, medindo 2,0-2,6

pm de didmetro (Figura 15 1).
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Figura 15 - Penicillium mimosum, culturas incubadas durante 7 dias a 25 °C, A. Verso sobre MEA, B. Reverso
sobre MEA, C. Verso sobre CYA, D. Reverso sobre CYA, E. Verso sobre G25N, F. Reverso sobre G25N, G e H.

Conidio6foro biverticilado, 1. Conidios.
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Penicillium barbosae sp. nova

Taxonomia
Penicillium barbosae S. Ramos, R. Cruz, C. Souza-Motta, N. Tinti, sp. nov.
Etimologia: Latim barbosae refere-se a Barbosa, em homenagem a Prof? Eliane Barbosa
da Silva Nogueira, micologista, que ha anos se dedica a taxonomia e a preservacdo de fungos,
sendo responsavel técnica pela Colecdo de Culturas Micoteca — URM, do Departamento de

Micologia da Universidade Federal de Pernambuco.

Tipo. Holdtipo: aqui designado, crescido sobre MEA durante 7 dias a 25 °C; isolado a partir de
amostra de solo de cultivo com cana-de-agucar, situada na usina Trapiche, municipio de
Sirinhaém, Pernambuco, Brasil (8° 35’ 21" S, 35° 6’ 55”"W), coletada durante os meses de
novembro e dezembro de 2014. Depositado na Colecdo de Culturas Micoteca - URM
(URM7683; URM7700; URM7807).

Descrigao. Colbnias sobre MEA medindo 45-50 mm de didmetro apos 7 dias a 25 °C (Figura
16 A e B), plana, velutinea a levemente flocosa; micélio branco; conidiogénese moderada a
intensa; conidios cinza-azulados; exudato incolor presente; pigmento sollvel ausente; reverso
amarelo alaranjado; esclerdcio ausente. Col6nias sobre CYA medindo 38-47 mm de didmetro
apos 7 dias a 25 °C (Figura 16 C e D), radialmente sulcada, velutinea a levemente flocosa;
micélio branco a creme; conidiogénese moderada a intensa; conidios cinza-azulados; exudato
ausente; pigmento sollvel ausente; reverso amarelo escuro; esclerdcio ausente. Cresce a 37 °C,
ndo cresce a 5°C. Coldnias sobre G25N medindo 09-12 mm de diametro apos 7 dias a 25 °C
(Figura 16 E e F), sulcada, velutinea a levemente flocosa e umbonada no centro; micélio branco
a creme; exudato ausente; pigmento sollvel amarelo presente; reverso amarelo; esclerdcio
ausente.

Conidiéforos similares em ambos os meios, predominantemente biverticilados
assimétricos (Figura 16 G), com alguns conidiéforos monoverticilados vesiculados isolados
(Figura 16 H e I); estipes medindo 50,0-230,0 um de comprimento, parede lisa; métulas
geralmente em numero de duas, medindo 13,0-17,0 um de comprimento; fidlides ampuliformes
medindo 6,5-7,8 um de comprimento; conidios levemente rugosos a rugosos, subglobosos a

globosos, medindo 2,3-2,6 um de diametro (Figura 16 J).
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Figura 16 - Penicillium barbosae, culturas incubadas durante 7 dias a 25 °C, A. Verso sobre MEA, B. Reverso
sobre MEA, C. Verso sobre CYA, D. Reverso sobre CYA, E. Verso sobre G25N, F. Reverso sobre G25N, G.
Conidiéforo monoverticilado, H. conidiéforo biverticilado, I. conidiéforos monoverticilado e biverticilado, J.

Conidios.
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Penicillium tintae sp. nova

Taxonomia

Penicillium tintae S. Ramos, R. Cruz, C. Souza-Motta, N. Tinti, sp. nov.

Etimologia: Latim tintii refere-se a Tinti, em homenagem a Prof2 Dr? Neiva Tinti de Oliveira,
micologista e Prof? titular do Departamento de Micologia da Universidade Federal de

Pernambuco.

Tipo. Holétipo: aqui designado, crescido sobre MEA durante 7 dias a 25 °C; isolado a partir de
amostra de solo de cultivo com cana-de-agUcar, situada na usina Trapiche, municipio de
Sirinhaém, Pernambuco, Brasil (8° 35’ 21" S, 35° 6’ 55"W), coletada durante os meses de
novembro e dezembro de 2014. Depositado na Colecdo de Culturas Micoteca - URM
(URM7722).

Descricao. Colénias sobre MEA medindo 45-55 mm de didmetro apos 7 dias a 25 °C (Figura
17 A e B), plana, flocosa; micélio branco; conidiogénese moderada a intensa; conidios cinza-
esverdeados; exudato incolor presente; pigmento sollvel ausente; reverso amarelo; esclerdcio
ausente. Col6nias sobre CYA medindo 48-55 mm de didmetro apds 7 dias a 25 °C (Figura 17
C e D), radialmente sulcada, velutinea; micélio branco a creme; conidiogénese moderada a
intensa; conidios cinza-esverdeados; exudato ausente; pigmento sollvel ausente; reverso
laranja; esclerdcio ausente. Cresce a 37 °C, ndo cresce a 5°C. Coldnias sobre G25N medindo
08-13 mm de diametro ap6s 7 dias a 25 °C (Figura 17 E e F), sulcada, velutinea a levemente
flocosa e umbonada no centro; micélio branco a creme; exudato ausente; pigmento soltvel
amarelo presente; reverso amarelo; esclerdcio ausente.

Conidioforos similares em ambos os meios, predominantemente biverticilados
assimétricos (Figura 17 G), com alguns conidiéforos monoverticilados vesiculados isolados
(Figura 17 H e I); estipes medindo 50,0-230,0 um de comprimento, parede lisa; métulas
geralmente em namero de duas, medindo 13,0-17,0 um de comprimento; fidlides ampuliformes
medindo 6,5-7,8 um de comprimento; conidios levemente rugosos a rugosos, subglobosos a

globosos, medindo 2,3-2,6 um de diametro (Figura 17 J).
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Figura 17 - Penicillium tintae, culturas incubadas durante 7 dias a 25 °C, A. Verso sobre MEA, B. Reverso sobre
MEA, C. Verso sobre CYA, D. Reverso sobre CYA, E. Verso sobre G25N, F. Reverso sobre G25N, G e H.

Conidiéforo monoverticilado, 1. conidiéforo biverticilado, J. Conidios.
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Penicillium fernandae sp. nova

Taxonomia

Penicillium fernandae S. Ramos, R. Cruz, C. Souza-Motta, N. Tinti, sp. nov.

Etimologia: Latim fernandae refere-se a Fernandes, em homenagem a Prof? aposentada do
Departamento de Micologia do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco,
Brasil, Maria José dos Santos Fernandes. A Prof® Maria José Fernandes é uma ilustre

taxonomista com décadas de experiéncia na taxonomia de Penicillium.,

Tipo. Holdtipo: aqui designado, crescido sobre MEA durante 7 dias a 25 °C; isolado a partir de
amostra de solo de cultivo com cana-de-agucar, situada na usina Trapiche, municipio de
Sirinhaém, Pernambuco, Brasil (8° 35’ 21" S, 35° 6’ 55”"W), coletada durante 0os meses de
novembro e dezembro de 2014. Depositado na Colecdo de Culturas Micoteca - URM
(URM7682; URM7688; URM7703; URM7704; URM7716; URM7804; URM7806).

Descrigao. Colbnias sobre MEA medindo 37-45 mm de didmetro apos 7 dias a 25 °C (Figura
18 A e B), plana, velutinea a levemente flocosa; micélio branco a bege; conidiogénese
moderada a intensa; conidios cinza-esverdeados; exudato incolor presente; pigmento sollvel
ausente; reverso amarelo alaranjado; esclerdcio ausente. Col6nias sobre CYA medindo 49-53
mm de didmetro apos 7 dias a 25 °C (Figura 18 C e D), radialmente sulcada, velutinea; micélio
branco a bege; conidiogénese moderada a intensa; conidios cinza-esverdeados; exudato claro
presente; pigmento sollvel ausente; reverso laranja; esclerdcio ausente. Cresce a 37 °C, ndo
cresce a 5°C. Coldnias sobre G25N medindo 07-12 mm de diametro apds 7 dias a 25 °C (Figura
18 E e F), sulcada, velutinea a levemente flocosa e umbonada no centro; micélio branco a
creme; exudato ausente; pigmento soltvel ausente; reverso amarelo; esclerdcio ausente.
Conidiéforos similares em ambos o0s meios, predominantemente biverticilados
assimétricos, com alguns conidi6foros monoverticilados vesiculados (Figura 18 G e H); estipes
medindo 130,0-25,0 um de comprimento, parede lisa; métulas geralmente em nimero de duas,
medindo 08,0-13,0 um de comprimento; fialides ampuliformes medindo 6,5-7,8 um de
comprimento; conidios levemente rugosos a rugosos, subglobosos a globosos, medindo 2,3-2,7

um de didametro (Figura 18 I).



Figura 18 - Penicillium fernandae, culturas incubadas durante 7 dias a 25 °C, A. Verso sobre MEA, B. Reverso
sobre MEA, C. Verso sobre CYA, D. Reverso sobre CYA, E. Verso sobre G25N, F. Reverso sobre G25N, G e H.

Conidiéforo monoverticilado, 1. conidi6foro biverticilado, J. Conidios e conidiéforo monoverticilado.
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Penicillium cruzii sp. nova

Taxonomia

Penicillium cruzii S. Ramos, R. Cruz, C. Souza-Motta, N. Tinti, sp. nov.

Etimologia: Latim cruzii refere-se a Cruz. em homenagem a Dr? Roberta Cruz, micologista,
especialista em taxonomia de Penicillium, formada pela Universidade Federal de Pernambuco.
Tipo. Holdtipo: aqui designado, crescido sobre MEA durante 7 dias a 25 °C; isolado a partir de
amostra de solo de cultivo com cana-de-agUcar, situada na usina Trapiche, municipio de
Sirinhaém, Pernambuco, Brasil (8° 35’ 21" S, 35° 6’ 55"W), coletada durante 0os meses de
novembro e dezembro de 2014. Depositado na Colecdo de Culturas Micoteca URM
(URMT7705).

Descricdo. Col6nias sobre MEA medindo 27-32 mm de didmetro apds 7 dias a 25 °C (Figura
19 A e B), verde acinzentada, plana, velutinea a levemente flocosa; micélio branco a bege;
conidiogénese moderada a intensa; conidios verde acinzentados; exudato incolor presente;
pigmento solUvel ausente; reverso amarelo alaranjado; esclerocio ausente. Colonias sobre CYA
medindo 29-35 mm de didmetro apds 7 dias a 25 °C (Figura 19 C e D), verde escuro, velutinea
radialmente sulcada, micélio branco; conidiogénese moderada a intensa; conidios verde
escuros; presenca de exudato amarelo e abundante; pigmento solGvel ausente; reverso laranja;
esclerocio ausente. N&o cresce a 37 °C, néo cresce a 5°C. Colonias sobre G25N medindo 08-12
mm de didmetro apds 7 dias a 25 °C (Figura 19 E e F), sulcada, velutinea a levemente flocosa
e umbonada no centro; micélio branco a creme; exudato ausente; pigmento soltvel amarelo
presente; reverso amarelo; esclerdcio ausente.

Conidioforos similares em ambos 0s meios, exclusivamente monoverticilados, a
maioria ndo vesiculado (Figura 19 G e H); estipes medindo 20,0-100,0 um de comprimento,
parede lisa; fidlides ampuliformes medindo (4)6,5-7,8 um de comprimento; micélio sinematoso
(Figura 19 I); conidios levemente rugosos a rugosos, subglobosos a globosos, medindo 2,3-3,0

pum de diametro (Figura 19 J).
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Figura 19 - Penicillium cruzii, culturas incubadas durante 7 dias a 25 °C, A. Verso sobre MEA, B. Reverso sobre
MEA, C. Verso sobre CYA, D. Reverso sobre CYA, E. Verso sobre G25N, F. Reverso sobre G25N, G e H.

Conidiéforo monoverticilado, 1. Micélio sinematoso, J. Conidios.
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Penicillium mottae sp. nova

Taxonomia

Penicillium mottae S. Ramos, R. Cruz, C. Souza-Motta, N. Tinti, sp. nov.

Etimologia: Latim mottae refere-se a Motta. Em homenagem a Prof? Cristina Motta, renomada
micologista, especialista em taxonomia de fungos filamentosos, Prof® do Departamento de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco e ha anos, curadora da Cole¢édo de Culturas
Micoteca - URM, do Centro de Biociéncias da UFPE.

Tipo. Holdtipo: aqui designado, crescido sobre MEA durante 7 dias a 25 °C; isolado a partir de
amostra de solo de cultivo com cana-de-agucar, situada na usina Trapiche, municipio de
Sirinhaém, Pernambuco, Brasil (8° 35’ 21" S, 35° 6’ 55”"W), coletada durante os meses de
novembro e dezembro de 2014. Depositado na Colecdo de Culturas Micoteca URM
(URM7708).

Descrigao. Colbnias sobre MEA medindo 27-32 mm de didmetro apos 7 dias a 25 °C (Figura
20 A e B), plana, levemente flocosa; micélio branco; conidiogénese moderada a intensa;
conidios verde-acinzentados; exudato ausente; pigmento solUvel ausente; reverso amarelo
alaranjado; esclerdcio ausente. Coldnias sobre CYA medindo 25-32 mm de diametro apos 7
dias a 25 °C (Figura 20 C e D), velutinea, sulcada, micélio branco; conidiogénese moderada a
intensa, conidios verde-acinzentados; exudato ausente; pigmento solUvel ausente; reverso
amarelo claro; esclerdcio ausente. Cresce a 37 °C, ndo cresce a 5°C. Coldnias sobre G25N
medindo 10-16 mm de didmetro apos 7 dias a 25 °C (Figura 20 E e F), sulcada, velutinea a
levemente flocosa e umbonada no centro; micélio branco a creme; exudato ausente; pigmento
solivel amarelo presente; reverso amarelo; esclerdcio ausente, conidios verde-acinzentados.
Conididforos similares em ambos os meios, exclusivamente monoverticilados, a
maioria vesiculado (Figura 20 G e H); estipes medindo 20,0-70,0 um de comprimento, parede
lisa; fidlides ampuliformes medindo 4,0-5,2 um de comprimento; conidios, levemente rugosos

a rugosos, subglobosos a globosos, medindo 2,3-3,0 um de didmetro (Figura 20 I).
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Figura 20 - Penicillium mottae culturas incubadas durante 7 dias a 25 °C, A. Verso sobre MEA, B. Reverso sobre
MEA, C. Verso sobre CYA, D. Reverso sobre CYA, E. Verso sobre G25N, F. Reverso sobre G25N, G e H.

Conidiéforo monoverticilado, 1. Conidios.
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4.3 ANALISES ECOLOGICAS

Os indices de diversidade de espécies e equitabilidade foram similares e elevados para
as duas areas analisadas, com um discreto aumento para a area cultivada (Figura 21). As
amostras da area cultivada apresentaram maior riqueza de espécies (Figura 22). A area de
pousio apresentou, durante as duas primeiras coletas, maior abundéncia (Figura 23).

Com base no indice de dominancia relativa, as espécies dominantes na area cultivada
foram Penicillium limosum, P. wotroi, Penicillium. sp. 6, Talaromyces muroii e Talaromyces
sp.1. Enquanto na &rea em pousio, seis espécies dominaram, sendo: Penicillium citrinum, P.
rubens, P. wotroi, Talaromyces sp. 4, Talaromyces sp. 5 e Talaromyes verruculosus (Tabela
4). Penicilium wotroi foi dominante nas duas areas avaliadas, além de apresentar 100% de
frequéncia de ocorréncia em ambas as areas (Tabela 4, Figura 24).

Todas as espécies encontradas apresentaram frequéncia igual ou superior a 50%, sendo
consideradas constantes (Figura 24).

A analise de similaridade das amostras apresentou um r=0,73, demonstrando dados bem
ajustados. Foram registrados dois grupos, o grupo 1 caracterizou a area cultivada (Culti)
enguanto o Grupo 2 associou todas amostras do Pousio (Figura 25).

Em relacdo a andlise de similaridade das espécies, a analise cofenética apresentou um
r=0,84 indicando que existem grupos distintos. Foram evidenciados dois grandes grupos, cada
um subdividido em dois subgrupos (Figura 26).

A anélise dos Componentes Principais foi significativa, com 0s trés primeiros
componentes explicando 78,97% da variacdo dos dados. O componente 1 explicou 61,46%, o
segundo componente explicou 9,09% e o terceiro componente, 8,42% (Tabela 5).

A projecdo bidimensional evidenciou 2 grupos: o grupo da area de Pousio (lado direito)
e 0 grupo associado a area cultivada (lado esquerdo). O Pousio associou Pencillium citrinum,
P. paxilli, P. rubens, P. sanshaense P. wotroi, Penicillium sp. 4 e Penicillium sp. 5 e T.
verruculosus a temperatura, teor de carbono, pH e ao teor de P. Enquanto o grupo da area
cultivada associou entre si Penicillium javanicum, P. limosum, Penicillium sp1, Penicillium sp.
3, Penicillium sp. 6, Talaromyces murroi e Talaromyces sp. 1 aos teores de Al, Na, K, Ca, Mg
e H. No grupo da area de Pousio destacaram-se as espécies Talaromyces verruculosus e
Penicillium sp. 5, influenciados pelo pH. No grupo da area cultivada cultivada, Talaromyces
sp.1 foi importante, sendo os teores de Al e Mg os fatores de maior influéncia (Figura 27;
Tabela 5).
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Figura 21 - Diversidade (bits.ind™) e Equitabilidade de Pielou das espécies de Penicillium e de Talaromyces de
solos cultivados com cana-de-agUcar (Culti) e em pousio (Pousio), em seis coletas (C1, C2, C3, C4, C5 e C6).

Analise estatistica com base nos indices de Shannon e de Pielou.
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Figura 22 - Riqueza de espécies de Penicillium e de Talaromyces de solos cultivados com cana-de-agtcar (Culti)

e em pousio (Pousio), em seis coletas (C1, C2, C3, C4, C5 e C6).
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Figura 23 - Abundéancia de Penicillium e de Talaromyces de solos cultivados com cana-de-acucar (Culti) e em

pousio (Pousio), em seis coletas (C1, C2, C3, C4, C5 e C6).
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Figura 24 - Frequéncia de ocorréncia 9%) das espécies de Penicillium e de Talaromyces provenientes de solos
cultivados com cana-de-agUcar (Culti) e em pousio (Pousio), em seis coletas (C1, C2, C3, C4, C5 e C6). (Psp2) =
Penicillium sp. 2; (Pwotr) = P. Wotroi; (Pcitrin) = P. citrinum; (Psp4) = Penicillium sp 4; (Tspl) = Talaromyces
sp. 1; (Tverr) = Talaromyces verruculosus; (Tmurr) = T. murroi; (Psp6) = Penicillium sp 6; = (Psp5) = Penicillium
sp 5; (Psp3) = Penicillium sp 3; (Pspl) = Penicillium sp 1; (Psansh) = P. sanshaense; (Pruben) = P. rubens; (Ppaxil)

= P. paxilli; (Plimos) = P. limosum; (Pjavan) = P. javanicum.
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Figura 25 - Dendrograma de proximidade entre as amostras (seis coletas: C1, C2, C3, C4, C5 e C6) provenientes
de solos de area cultivada com cana-de-agUcar e de area em pousio (sem cana) de uma usina situada no municipio
de Sirinhaém, Pernambuco, Brasil. Andlise estatistica com base no indice de Bray-Curtis; método de ligacdo do
peso proporcional (WPGM, Weighted Pair-Group Method, Arithimetic Average). Anélise cofenética: r> 0,73.
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Figura 26 - Dendrograma de proximidade entre as espécies de Penicillium e de Talaromyces provenientes de solos
de cultivo de cana-de-aglcar, de uma usina situada no municipio de Sirinhaém, Pernambuco, Brasil. Analise
estatistica com base no indice de Bray-Curtis; método de ligacao do peso proporcional (WPGM, Weighted Pair-

Group Method, Arithimetic Average). Andlise cofenética: r> 0,84.
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Figura 27 - Projecéo bi-dimensional dos dois primeiros fatores da Anélise dos Componentes Principais de amostras
de solos de area cultivada com cana-de-agUcar (Culti) e em pousio (Pousio), em seis coletas (C1, C2, C3, C4, C5

e C6), de uma usina situada no municipio de Sirinhaém, Pernambuco, Brasil. Fator 1 (Dinn-1) e Fator 2 (Dinn-2).
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Tabela 5 - Analise dos 3 primeiros componentes principais.

Espécies e Componente  Componente 2 Componente 3
parametros 1 (9,09%) (8,42%)
(abreviados) (61,46%0)

Penicillium 0,6412 0,4369 0,4922
citrinum
P. javanicum -0,7539 0,4364 -0,1527
P. limosum -0,9548 -0,1929 0,1657
P. paxilli 0,8728 0,1883 0,4276
P. rubens 0,9467 0,0646 0,1659
P. sanshaense 0,8225 0,1970 0,1667
P. wotroi 0,7829 0,2276 -0,2552
Penicilliumsp 1 -0,8050 -0,1197 0,2124
Penicillium sp 2 0,0438 -0,2257 0,7927
Penicilliumsp 3 -0,9732 0,0810 -0,0422
Penicillium sp 4 0,9749 0,0587 -0,0610
Penicillium sp 5 0,9942 0,0113 0,0112
Penicillium sp 6 -0,9032 -0,0802 0,0386
Taloromyces -0,9908 -0,0385 0,0805
murroi
T.verruculosus 0,9898 -0,0463 -0,0495
Talaromyces sp 1 -0,9929 0,0568 0,0046
Temperatura 0,7185 -0,4784 -0,3211
pH 0,9298 0,2989 -0,0184
P 0,3414 0,1282 -0,2889
Al -0,9330 -0,1918 -0,0011
Na -0,7871 0,2935 -0,1585
K -0,2515 0,3750 0,7769
Ca -0,3359 -0,0583 0,2826
Mg -0,9055 0,0782 0,0060
H -0,4592 0,2304 0,0287
Matéria Organica

0,1577 -0,8377 0,2809
Carbono 0,4862 -0,6742 0,1170
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4.4 DETECCAO DA PRODUCAO DE MICOTOXINAS

A deteccdo da producdo de micotoxinas por um representante de cada espécie, esta

apresentada na tabela 6. Dentre as cinco micotoxinas avaliadas, apenas a citrinina e a patulina

foram detectadas. Penicillium citrinum, P. paxilli, e P. wotroi foram produtoras de citrinina.

Quanto a patulina, apenas P. mimosum foi produtora.

Tabela 6. Deteccdo da produco das micotoxinas Acido Ciclopiazonico (APA), Acido Penicilico (CPA),

Citrinina (CIT), Ocratoxina A (OTA) e Patulina, através da técnica de cromatografia liquida de ultra performance

ACQUITY UPLC M-Class, (Waters Corporation) por espécies de Penicillium e Talaromyces solo de area

Cultivada com cana-de-aglcar (Saccharum officinarum L.) e de solo de area em pousio, de uma usina situada no

municipio de Sirinhaém, Pernambuco, Brasil.

N°  Espécie AREA DO APA CPA CIT OTA PAT
URM ISOLAMENTO
7720 Penicillium. Pousio - - + - -
citrinum Thom
7719 P. javanicum Cultivada - - - - -
J.F.H. Beyma
7822 P. limosum S. Cultivada - - - - -
Ueda
7699 P. paxilli Pousio - - + - -
Bainier
7700 P. rubens Pousio - - - - -
Biourge
7681 P. sanshaense Pousio - - - - -
7717 P. wotroi Cultivada - - + - -
Houbraken,
Lépez-Quint.,
Frisvad &
Samson
7805 P.sp.1 Cultivada - - - - +
7807 P.sp.2 Cultivada - - - - -
7722 P.sp.3 Cultivada - - - - -
7721 P.sp.4 Pousio - - - - -
7705 P.sp.5 Pousio - - - - -
7708 P.sp.6 Cultivada - - - - -
7821 Talaromyces Cultivada - - - - -
muroii Yaguchi,
Someya &
Udagawa
7721 T. verruculosus Pousio - - - - -
(Peyronel)

Samson, N.
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Yilmaz, Frisvad
& Seifert

7706 T.sp. 1

Pousio
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6 DISCUSSAO

Dentre os recursos naturais fundamentais para o funcionamento dos ecossistemas
terrestres, destaca-se o solo (Lourente et al., 2011). Segundo Melloni et al. (2008), o solo
representa um balanco entre os fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, cuja fracdo bioldgica é
composta, principalmente, por micro-organismos. Neste contexto, destacam-se fungos
filamentosos pertencentes ao género Penicillium e Talaromyces. Estes fungos apresentam papel
de destaque no solo, por serem excelentes decompositores de matéria organica (Schimel et al.,
2007; Taniwaki et al., 2015). Apesar de sua grande importancia na manutencdo da biosfera,
acredita-se que muitas espécies destes géneros ainda ndo tenham sido prospectadas nem
descritas (Pitt, 1991).

No presente estudo uma nova espécie de Talaromyces e seis novas espécies de
Penicillium foram encontradas em solos das areas analisadas. Talaromyces trapichae, esta
sendo proposta como nova espécie para a se¢do Trachyspermi. Nesta secdo estdo incluidas
espécies que geralmente crescem de forma restrita em CYA e um pouco mais rapido no MEA.
Conididforos sdo geralmente biverticilados e 0 ascoma, quando produzido, apresenta cor creme
branca ou amarela. Segundo Ylmaz et al. (2014) 12 espécies eram aceitas para a secao
(Talaromyces albobiverticillius, T. assiutensis, T. atroroseus, T. austrocalifornicus, T.
convolutus, T. diversus, T. erythromellis, T. minioluteus, T. solicola, T. trachyspermus, T.
ucrainicus, e T. udagawae).

Penicillium mimosum, P. barbosae, P. tintae e P. fernandae estdo sendo propostas como
novas integrantes para a se¢do Lanata-divaricata. Essa secdo abriga espécies que apresentam
rapido crescimento sobre os meios de cultura padrdo para o género. Poucas sdo as que
apresentam crescimento lento. A maioria dessas espécies sdo fortemente divaricadas, com
métulas surgindo terminalmente, subterminalmente e em posic¢des intercalares, e no Gltimo
caso, interagindo com conidi6foros monoverticilados. Além disso, o ramo terminal geralmente
consiste em um prolongamento do eixo principal. Espécies pertencentes a secdo Lanata-
divaricata sdo principalmente habitantes do solo, mas também podem ocorrer em folhas em
decomposicédo (Raper e Thom 1949, Houbraken et al., 2011). Muitas espécies desta se¢do sdo
tolerantes a metais pesados e algumas espécies foram propostas como agentes bioquimicos
eficientes na biolixiviagdo de 6xido de zinco, cobre, chumbo e niquel (Burgstaller et al., 1992,
Valix et al., 2001, Li et al., 2008).

A secdo Funiculosa (Tom, 1930) foi sinonimizada com a se¢do Lanata-divaricata, por

Houbraken et al. (2011). Thom (1930) ja havia observado que a secdo Funiculosa tem afinidade
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com 0s membros da secdo Lanata-tipica, sendo a separacao destas, uma tarefa dificil. A partir
de analise polifasica, realizada por Houbraken et al. (2011), pode-se concluir que muitas
espécies mencionadas por Thom como integrantes da se¢do Funiculosa pertencem a secao
Lanata-divaricata. De cordo com os autores, a subsecédo Divaricata, estabelecida por Raper e
Thom (1949), corresponde em grande parte & se¢do Lanata-divaricata.

Penicillium cruzae esta sendo proposto como nova espécie para a secao Sclerotiora. Esta
secdo tem como espécie tipo Penicillium sclerotiorum van Beyma. A maioria das espécies que
integram essa secdo apresentam conidiéforos monoverticilados (Houbraken et al., 2011).
Entretanto, hé excecBes. P. malachiteum, P.nodositatum e P. herquei, formam conidiéforos
simetricamente biverticilados. A maioria das espécies apresenta micélio de coloracdo amarelo
a laranja, reverso em tons de amarelo, laranja ou vermelho. Algumas apresentam esclerdcios
e/ou cleistotéccio, de cor brilhante Houbraken et al. (2011). Penicillium cruzae, apresenta
micélio branco e reverso amarelo-alaranjado tanto sobre MEA, quanto sobre CYA.

Penicillium mottae, esta sendo proposta como nova espécie para a secdo Aspergilloides
Houbraken et al. (2011). A maioria dos membros desta se¢do apresenta crescimento acelerado
em meios de agar, formando col6nias velutineas. Embora também tenha formado col6nias
velutineas, P. mottae ndo apresentou crescimento acelarado, atingindo 27 mm sobre MEA. A
maioria das espécies é predominantemente monoverticilada, apresentando vesicula evidente. A
espécie proposta no presente trabalho é exclusivamente monoverticilada e vesiculada. Na secéo
Aspergilloides estdo incluidas duas espécies teleomorfas, sendo P. fuscum e P. saturniforme
Houbraken et al. (2011).

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma das principais culturas agricolas da economia
brasileira (Moraes et al., 2016), no entanto estudos sobre as comunidades de fungos presentes
em sua rizosfera sdo escassos.

No presente estudo foi observada alta diversidade de Penicillium e Talaromyces
encontradas nas amostras de solo tanto na area cultivada quanto em pousio. Nesta Gltima, ocorre
a pratica do derramamento de vinhaga no solo. A vinhaga é 0 mais importante residuo gerado
pela industria sucroalcooleira, sobretudo devido ao grande volume produzido. Para a producao
de um litro de alcool sdo gerados cerca de 13 litros de vinhaca. Este residuo apresenta elevada
concentracdo de nutrientes, principalmente potassio (K), e de matéria organica, evidenciando,
portanto, alto potencial poluidor. A alternativa mais viavel para descarte do residuo € a
aplicacdo da vinhaga aos solos cultivados com cana-de-agucar (Barros, 2010). Como efeitos

associados a adicdo de vinhaca ao solo, pode-se destacar a elevacdo do pH, bem como dos
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teores de macronutrientes no solo (Gléria e Orlando Filho 1983; Silva et al. 2007). Esta pratica
tem sido associada ao aumento da fertilidade do solo, devido ao fornecimento de nutrientes e
incremento de matéria organica propiciado pelo residuo. De fato, no presente estudo observou-
se um ligeiro aumento tanto nos valores de pH, quanto na disponibilidade de K, Carbono e
matéria organica das amostras de solo de pousio. Além disso, a maior oferta de nutrientes neste
solo, pode justificar tanto a elevada diversidade de espécies, sobretudo de Penicillium, quanto
a maior abundancia, ja que, segundo Gloria e Orlando Filho (1983) a vinhaca pode ser 0 agente
causador do aumento da populacdo de micro-organismos no solo.

A teoria do tempo, elaborada por Simpson (1964), afirma que as comunidades tendem
a diversificar-se com o tempo. Segundo o autor, as comunidades mais velhas sdo mais diversas
que as mais jovens. Com base nesta teoria pode-se justificar a elevada diversidade de
Penicillium e Talaromyces encontrada nos solos das areas avaliadas, uma vez que nao ha
rotatividade de culturas, sendo plantada apenas a cana-de-agUcar, desde 1887. A hipdtese de
Menge e Sutherland (1976), corrobora a teoria do tempo, ao afirmar que as comunidades com
alta diversidade surgem de ambientes que sdo estaveis por longos periodos de tempo.
Entretanto, vai alem ao afirmar que a elevacdo da diversidade é o resultado de uma
diversificacdo de nichos, mantidas pela competicdo (especializagdo). Em resumo, uma alta
diversidade é atribuida a competicdo intensa que induz & ampliacéo dos nichos.

Para ambas as areas (cultivada e em pousio), o indice de equitabilidade de Pielou foi
elevado, indicando que as populacfes das duas comunidades avaliadas estdo bem distribuidas
entre as amostras analisadas, ndo havendo desequilibrio. Entretanto, em ambas as comunidades,
h& espécies dominantes, com destaque para Penicillium wotroi, que foi dominante nas duas
areas. A dominancia por P. wotroi, indica boa adaptacdo da espécie aos solos de cultivo de
cana-de-agucar.

De acordo com Alves et al. (2011), a fracdo bioldgica do solo é dindmica e facilmente
afetada pelo manejo agricola. Este fato pode ser comprovado para as areas analisadas, apos
aplicacdo da distancia de Bray-Curtis (Magurram, 1988), utilizada para visualizar graficamente
a proximidade entre as duas comunidades analisadas. Quando aplicada as amostras por coleta,
observou-se a formacéo de dois grandes grupos (area cultivada e area em pousio), indicando a
individualidade de cada comunidade. Este fato pode ser observado no dendrograma apresentado
na Figura 25. Quando a mesma analise foi aplicada para as espécies, também pode-se observar
a formacéo de dois grandes grupos (&rea cultivada e area em pousio) e dentro de cada um, a

formacéo de dois subgrupos (Figura 26). Tais agrupamentos podem indicar que as espécies que
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estdo agrupadas apresentam nichos ecoldgicos similares na comunidade, estando, portanto,
intimamente relacionadas. Provavelmente tais espécies apresentam padrdo de exigéncia
nutricional similar.

A anélise de componentes principais (ACP) facilita a deteccdo e interpretacdo de
atributos bioldgicos em comunidades (Blackith e Reyment, 1971; Reis, 1997), permitindo a
verificacdo da capacidade discriminatoria de variaveis originais no processo de formacéo dos
agrupamentos e a interpretacdo dos resultados expressos pelo valor da correlagdo entre os
atributos (Pimentel et al., 1992). A viabilidade de uma analise de componentes principais pode
ser visualizada pela quantidade de informacdo das varidveis originais retidas pelos trés
primeiros componentes principais (porcentagem da explicacdo total das variaveis acumuladas
pelos trés primeiros componentes).

De acordo com a ACP, na area comunidade do pousio, os principais fatores que exercem
influéncia direta sobre algumas populag¢des sdo a temperatura, o pH e os teores de carbono e de
fosforo, ou seja, a elevacdo destes fatores contribuem para a elevacdo das populacdes
influenciadas. Entretanto, as populacdes de Talaromyces verruculosum e Penicillium sp. 5
mostraram-se ainda mais sensiveis ao pH. Para a comunidade da area cultivada, os fatores que
influenciam a dindmica populacional séo outros. Os teores de Al, Na e Mg apresentaram maior
influéncia sobre algumas populagfes. Entretanto, a analise destacou a populacdo de
Talaromyces sp. 1 sob elevada influéncia dos teores de Al e Mg.

Nos dez ultimos anos, especies do género Penicillium tém sido relatadas como
endofiticas de cana-de-aclcar, bem como isoladas da rizosfera dessa cultura (Stuart, 2006;
Mendes, 2008; Favaro, 2009). Entretanto, no Brasil, estudos taxonémicos e ecoldgicos sobre
as comunidades deste género em solos de cultivo de cana-de-agUcar ainda sdo escassos.

Souza-Motta et al. (2003) avaliando a diversidade de fungos presentes na rizosfera de
girassol (Helianthus annus L.), cultivado em éarea de Mata Atlantica, prospectaram e
identificaram 49 espécies de fungos filamentosos. Dentre os géneros encontrados, Penicillium
foi 0 mais representativo, com nove espécies P. citreonigrum, P. fellutanum, P. janthinellum,
P. oxalicum, P. restrictum, P. variabile, P. verruculosum, P. vinaceum e P. waksmanii. De
acordo com os autores, o género Penicillium é o mais frequente na rizosfera de girassol
(Helianthus annus L.) da area analisada. Ao isolarem fungos de rizosfera de meloeiros
(Cucumis melo L. cv. Gold Mine) cultivados em solos ricos em compostos organicos Coutinho
et al. (2010) identificaram 78 espécies, sendo 0s géneros mais abundantes Aspergillus e

Penicillium, com 15 e 13 espécies, respectivamente. Foram identificados P. citrinum, P.
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corylophilum, P. decumbens, P. dierckxii, P. griseofulvum, P. janthinellum, P. pinophilum, P.
waksmanii, P. restrictum, P. solitum, P. spinulosum e P. vinaceum. Ndo houve similaridade
entre as espécies encontradas no presente estudo e as encontradas nos estudos de Souza-Motta
et al. (2003) e de Coutinho et al. (2010), sugerindo que a cultivar pode selecionar a comunidade
de fungos filamentosos presentes no solo.

Em 2007, Gomez e colaboradores avaliaram a diversidade de fungos presentes em solos
da Argentina impactados pelo desmatamento da vegetacdo nativa para a realizagéo de diferentes
manejos (Gomez et al., 2007). Os autores encontraram uma maior representatividade de
isolados pertencentes aos géneros Penicillium e Aspergillus, e sugerem que esse resultado esteja
relacionado com o antagonismo frente as espécies fitopatogénicas e pela sua baixa exigéncia
nutricional.

Em 2010, Fraga e colaboradores avaliaram a diversidade de espécies da familia
Trichocomaceae presentes em solos de dois sistemas florestais (Pinus e Corymbia), no Brasil.
Os autores obtiveram 190 isolados, distribuidos em 54 espécies. Penicillium foi o género mais
representativo com 32 espécies, tanto para a area plantada com individuos do género Pinus
quanto para a area de Corymbia. Penicillium decumbens foi a espécie de fungo mais abundante,
identificada em todas as amostragens nas diferentes condi¢cGes de temperatura e umidade,
independente da cobertura vegetal (Fraga et al., 2010a). Ainda em 2010, Fraga e colaboradores
avaliaram a comunidade de fungos do solo de uma duna localizada no Brasil. Os géneros mais
frequentes foram Penicillium, Aspergillus e Trichoderma. Do género Penicillium, foram
identificadas P. arenicola, P. corylophilum, P. decumbens, P. echinulatum, P. javanicum, P.
miczynskii, P. paxilli, P. purpurogenum, P. sclerotiorum e P. simplicissimum. De acordo com
0s autores, duas espécies pertencentes a este género ndo foram puderem ser identificadas com
base na morfologia (Fraga et al., 2010b). No presente estudo, quando comparado ao trabalho
de Fraga et al. (2010b), apenas Penicillium javanicum e P. paxilli foram isolados de solos do
cultivo de cana-de-agucar.

Borges et al., (2011) avaliaram a diversidade de fungos filamentosos que ocorrem em
monocultivo de erva-mate, no municipio de Campo Alegre, SC, Brasil. De acordo com 0s
autores os géneros Aspergillus e Penicillium foram mais frequentes e 0s Unicos que persistiram
no solo do erval em todas as estacdes do ano. Ainda de acordo com autores, Penicillium é um
género cosmopolita envolvido na decomposi¢do de matéria organica no solo e antagonista de
espécies de fitopatdgenos. A predominancia desse género em solos de tanto de cultivo de erva-

mate, quanto em cutivo de cana-de-aglcar pode estar diretamente relacionada a producdo de
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metabolitos secundérios, ou indiretamente, pela competi¢do nutricional e maior producéo de
esporos.

Fraga et al. (2012) avaliaram a diversidade, bem como a sucessdo de Trichocomaceae
em areas de Mata Atlantica com diferentes niveis de antropizacdo, situadas no Parque Natural
no Estado do Rio de Janeiro, Brasil. As areas foram classificadas pelos autores como area mais
impactada e area menos impactada. Foram isoladas 87 amostras de fungos, distribuidos em
quatro géneros e 22 espécies. Do género Penicillium foram identificadas 16 espécies, sendo
este 0 género mais representativo nas duas areas estudadas. No presente estudo, foi encontrado
0 mesmo numero de espécies, porém com seis novas para a ciéncia.

Em 2013, Cruz e colaboradores avaliaram a comunidade de Penicillium presentes em
solos de remanescente de Mata Atlantica, situada na capital de Pernambuco, Brasil, durante as
estagdes chuvosa e seca. Os autores obtiveram 445 isolados, distribuidos em 17 espécies (Cruz
et al., 2013). Comparando com os resultados obtidos neste trabalho para solos de cultivo de
cana-de-acgucar, embora com uma riqueza inferior (16 espécies), novas espécies de Penicillium
e Talaromyces foram encontradas, fato que comprova a relevancia da realizacdo de estudos de
diversidade microbiana em ambientes pouco ou ndo estudados, como os solos de cultivo-de-
cana-de-acucar.

Radhakrishnan et al. (2014) investigaram a promogédo do crescimento de plantas de
gergelim (Sesamum indicum L.), por isolados de Penicillium. De acordo com os autores alguns
isolados de fungos avaliados aumentaram significativamente o comprimento da raiz € 0 peso
das mudas frescas e secas, devido a secrecdo de varias concentracGes de aminoacidos (Asp,
Thr, Ser, Asn, Glu, Gly, Ala, Val, Met, lle, Leu, Tyr, Phe, Lys, His, Try e Arg). Penicillium sp.
NICSO01 elevou a quantidade de clorofilas, proteinas, aminoacidos e lignanas nas plantas de
gergelim mais do que nos controles. O crescimento das plantas de gergelim foi atenuado pela
alta salinidade do solo, e a aplicacdo de trés isolados de Penicillium sp. aumentou a
sobrevivéncia da planta. As estirpes RDAOL e NICS01 aumentaram significativamente o
comprimento e o peso de mudas frescas e de mudas secas sob condicOes de estresse salino.
Além disso, um estudo in vitro com Penicillium spp. revelaram sua atividade antagénica em
direcdo aos fungos patogénicos Fusarium spp. De acordo com os autores, aplicacdo exogena
do Penicillium sp. NICS01 pode atuar como biofertilizante e um agente de controle biolégico
para melhorar o crescimento das plantas e aumentar a sobrevivéncia das mesmas contra o
estresse salino, bem como contra a infecgdo por Fusarium spp. Diante de tal comprovagéo

podemos inferir que as espécies de Penicillium e de Talaromyces encontradas em solos de cana-
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de-aglcar podem atuar como biofertilizantes, bem como no biocontrole contra fungos
fitopatogénicos que ataquem a planta.

Estudos acerca da producao de micotoxinas por fungos isolados de solos, sdo escassos.
De um modo geral, isolados de Penicillium relatados como produtores de citrinina (CIT) tém
sido isolados de grdos como os de aveia, cevada, milho e trigo ou diretamente de culturas, como
a de arroz (Ali et al., 2016; Anjorin et al., 2017). CIT foi pirmeiramente isolada partir de
Penicillium citrinum, embora posteriormente, P. expasum e P. verrucosum também tenham sido
reconhecidas como produtoras (Touhame et al., 2018). No presente estudo, Penicillium
citrinum foi isolado a partir de solo de area em pousio do cultivo de cana-de-agUcar e detectado
como produtor de citrinina. Além do P. citrinum, Penicillium wotroi e P. paxilli foram positivos
para essa micotoxina. Penicillium wotroi foi descrito em 2011 por Houbraken e colaboradores
(Houbraken et al., 2011). De acordo com o0s autores, essa espécie € produtora de &acido
pulvilérico e de varios outros compostos ndo identificados pelos mesmos. O presente estudo,
menciona, pela primeira vez a producao de citrinina para P. wotroi. Ainda de acordo com 0s
resultados aqui apresentados, Penicillium paxilli também isolado de solo em pousio, foi
produtor de CIT. Trata-se de uma espécie descrita em 1907 por Bainier. Em 2011, Houbraken
e colaboradores a incluiram na se¢do Citrina e afirmaram que a mesma produzia paxilina e
outros seis compostos, porém nao relataram a producéo de citrinina para a espécie (Houbraken
etal., 2011). O presente estudo relata pela primeira vez a producdo de citrinina para um isolado
de Penicillium paxilli.

Apenas para Penicillium mimosum, espécie nova, isolada de solo de area cultivada com
cana-de-acucar, a patulina (PAT) foi detectada. Trata-se de um metabdlito secundario
produzido por diversas espécies de fungos dos géneros Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys,
Gymnoascus e Paecilomyces. Do género Penicillium, P. expansum é reconhecido como o seu
maior produtor (Celli et al., 2009; Torovic et al., 2017). A patulina tém sido frequentemente
isolada a partir de uma ampla gama de produtos agricolas, sobretudo durante o armazenamento,
bem como durante a processamento (Siddique, 2012). Magés, uvas, peras, cerejas, péssegos,
ameixas, feijdo, amendoim) e grdos de cereais (como milho, cevada, soja, e sorgo) sdo
considerados altamente favoraveis para a contaminacao por PAT (Frank et al., 1977; Machinski
Jr e Midio, 1996; Tangni et al., 2003). Segundo Ji et al. (2017), niveis altos de patulina ja foram
encontrados em produtos industrializados, como em sucos de uva e de magd, além de produtos

a base de macés para as criangas. Este metabdlito apresenta efeitos toxicos agudos e cronicos,
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sendo também considerado carcinogénico, mutagénico e teratogénico (Zaied et al., 2013;
Sarubbi et al., 2016; Hammami et al., 2017).

Nenhuma espécie reconhecidamente ocratoxigénica foi prospectada no presente estudo.
Os isolados de espécies de Penicillium relatados como produtores de OTA tém sido geralmente
isolados isoladas de gréos (Lund e Frisvad, 2003; Darsanaki et al., 2015). Segundo Perrone et
al., (2017), embora alguns trabalhos tenham relatado a producdo de OTA por outras espécies
de Penicillium e de Talaromyces, apenas P. verrucosum, P. nordicum e, mais recentemente, P.
thymicola, sdo capazes de produzir OTA. De acordo com os referidos autores, para afirmar a
producdo de OTA por uma espécie, € necessario cumprir algumas etapas, que incluem a
deteccdo por, no minimo trés distintas técnicas. Limay-Rios et al. (2017) investigaram a
ocorréncia de P. verrucosum e de ocratoxina A (OTA) em trigo armazenado em fazendas na
cidade de Ontéario, Canada, ao longo de trés anos consectivos (2011 a 2014). Foram coletadas
250 amostras de uma média de 30 fazendas durante esta¢des de inverno. As amostras de graos
estavam contaminadas por P. verrucosum, quanto por CIT e OTA. De acordo com os autores a
umidade elevada favoreceu tanto a contaminacgéo pelo P. verrucosum, bem como a producao
das micotoxinas avaliadas. Para as espécies avaliadas no também ndo foram detectadas a
presenca dos acidos ciclopiazénico (a-CPA) e penicilico (ACP). O a-CPA é uma micotoxina
produzida principalmente por P. cyclopium Westling, que tem sido relatada como contaminante
de grdos armazenados e produtos de cereais. Ja APA, produzida principalmente por Penicillium
puberulum, também tem sido relatada como contameninate de produtos agricolas e de queijo
suico e comprovadamente carcinogénica (Diniz, 2007; Diniz, 2015). A ndo producdo de OTA,
a-CPA e de ACP pelas linhagens avaliadas no presente estudo sugere que tanto o substrato de
isolamento, quanto o clima do ambiente avaliado podem atuar na selecdo das espécies de

Penicillium, bem como nas micotoxinas produzidas pelos mesmos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base no presente estudo, pode-se concluir que solos de cultivo de cana-de-agucar
representam excelentes fontes de Penicillium e Talaromyces e abrigam espécies raras e/ou ainda
ndo descritas pela ciéncia. Solos cultivados com cana-de-agucar e solos em pousio apresentam
comunidades Penicillium e Talaromyces distintas, embora apresentem algumas espécies
comuns. Ambas as comunidades parecem estar em equilibrio ecologico. Em solos em pousio,
que recebem vinhaca, as comunidades de Penicillium e Talaromyces séo distintas das presentes
em solos cultivados com cana-de-acUcar, além de apresentarem um discreto aumento na
abundancia. Algumas poucas espécies de Penicillium isoladas sdo produtoras de citrinina e
patulina, sugerindo tanto o substrato pode atuar como selecionador das espécies dos géneros

avaaliados, bem como nas micotoxinas produzidas pelos mesmos.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, dentro das condicdes

experimentais estabelecidas, conlui-se que:

e Dada a caréncia de pesquisas dos géneros Penicillium e Talaromyces em solos
cultivados com cana-de-agucar, abre-se um leque de possibilidades para a descoberta de
espécies novas para a ciéncia;

e Solos de cultivo de cana-de-agucar sdo ecossistemas pouco explorados na pesquisa de
fungos do género Penicillium e Talaromyces que abrrigam novas espécies para esses
géneros;

e As comunidades do género Penicillium e Taloromyces encontradas apresentam-se bem
adaptadas em areas antropizadas pelo cultivo da cana-de-agUcar, estando em equilibrio
ecologico;

e Aadubacgdo com vinhaga, no periodo de pousio, interfere nos teores de potassio e no pH
do solo e como consequéncia favorece a abundancia de algumas espécies de Penicillium
em detrimento de outras espécies do mesmo género;

e Aalternancia entre areas cultivadas e em pousio no cultivo da cana-de-agucar possibilita
a adaptacdo e a formacgdo de comunidades dos géneros Penicillium e Talaromyces
distintas;

e E baixo o potencial de espécies de Penicillium isoladas de solos do cultivo de cana-de-
acucar para a producdo de CIT, OTA, PAT, CPA, bem como de APA.
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Abstract

Penicillium and Talaromyces are fungal genera with high ecological and biotechnological importance. However,
studies on exploration and ecology of these fungi in soils are scarce. The objectives of this study were to
evaluate the species diversity of these genera in soils of sugarcane and fallow. Identification of the isolates was



