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RESUMO

Andrade, J. P. Fungos Celuloliticos da Formacdo Arbustiva Aberta da
Restinga de Guaibim

A restinga é um dos ecossistemas brasileiros mais antropizados, podendo se
considerar que o aumento da sua destruicdo € proporcional ao nivel de
desconhecimento de sua diversidade bioloégica. A maioria dos estudos sobre
fungos em restinga estéo relacionados aos fungos micorrizicos e ou as leveduras.
Nesse trabalho estudou-se a densidade, diversidade, composicdo e o potencial
para a producdo de celulase da comunidade de fungos celuloliticos das moitas e
entre moitas da Formacéao Arbustiva Aberta (FAA) da restinga de Guaibim, BA. O
trabalho foi dividido em trés partes: 1) uma revisdo de literatura sobre o
ecossistema restinga, os fungos celuloliticos e aplicacdes das celulases; 2) o
estudo da estrutura da comunidade de fungos celuloliticos da FAA (Capitulo 1); 3)
descricdo de uma espécie nova, Penicillium restingae (Capitulo 2). Foram
identificadas 43 espécies de fungos celuloliticos e 16 géneros, onde 0s mais
frequentes foram Penicillium e Aspergillus em ambos os pontos de coleta
amostrados (moitas e entre moitas). A micobiota celulolitica das moitas e entre
moitas foram similares quanto a taxa de crescimento e atividade celulolitica, mas
diferiram quanto a composicdo. O trabalho representa a primeira contribuicdo

para o conhecimento dos fungos celuloliticos de restinga.

Palavras-Chave: celulase, comunidade celulolitica, Penicillium, Aspergillus



ABSTRACT

Andrade, J. P. Cellulolytic fungi from the Guaibim sandbank

The sandbanks are the most anthropized Brazilian ecossystem. The increase in
their destruction is proportional to the lack of knowledge of the biological diversity
they contain. Most studies on sandbank fungi are on mycorrhyza and/or yeasts. In
this study the density, diversity, composition and the potential to produce
cellulases were evaluated for a community of cellulolytic filamentous fungi from the
Guaibim sandbank, Bahia State. The study was divided into three parts: 1) a
literature review on the sandbank ecossystem, cellulolytic fungi and cellulase
applications; 2) the study of the cellulolytic community of filamentous fungi from
the Guaibim sandbank (Chapter 1); and 3) description of Penicillium restingae sp.
nov. (Chapter 2). A total of 43 species were identified in 16 genera and the most
frequent were Penicillum and Aspergillus in both sampling points (vegetation
patches and areas between patches). The fungal community from the vegetation
patches and from the areas between the patches were similar in their growth rate
and cellulolytic activity, but differed in composition. This study represents the first

contribution to the knowledge of cellulolytic filamentous fungi from sandbanks.

Keywords: cellulase, cellulolytic community, Penicillium, Aspergillus



INTRODUCAO

A restinga é considerada um dos mais complexos ecossistemas brasileiros,
devido a sua diversidade de habitats. Essa caracteristica, além de conferir
interesses para realizacdo de estudos, também é responsavel por sua fragilidade
e susceptibilidade a acbes antropogénicas (ARAUJO; LACERDA, 1987). Como
resultado dessas perturbacdes, pode-se considerar que as restingas, em todo o
litoral brasileiro, encontram-se de alguma forma alteradas (MMA, 1996).

Na restinga de Guaibim localizada no municipio de Valenca, Bahia, onde
sdo encontradas formacgbes floristicas distintas fitofisionomicamente,
caracterizando uma diversidade de formacdes e espécies vegetais, também sao
observadas algumas alteracfes. Embora seja uma Area de Protecdo Ambiental
(APA), sua vegetacdo esta sendo continuamente descaracterizada devido a
agressao ambiental por acdo do homem. Nesse cenario, o risco de se perder o
que nao se conhece aumenta a cada dia e os maiores prejuizos sao aos seres
humanos, porque pode estar perdendo fontes potenciais para aplicacfes
biotecnoldgicas.

A origem das formacdes floristicas, separadas tanto no espaco como no
tempo, sugere que elas possuem micobiotas distintas devido a um processo de
sucessao ecoldgica ou a interacdo com a comunidade vegetal.

A maioria dos estudos sobre fungos em restingas brasileiras estao
relacionados aos fungos micorrizicos ou as leveduras, isso indica que a
comunidade de fungos filamentosos, principalmente celuloliticos, presente no solo
das restingas brasileiras, bem como seu potencial biotecnolégico é pouco
conhecida (CORDEIRO et al., 2003; CORDAZZO; STURMER, 2007). Nesse
contexto, os objetivos desse trabalho foram estudar a estrutura e a composicao
da comunidade de fungos filamentosos celuloliticos da Formagdo Arbustiva

Aberta da restinga de Guaibim, BA.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Ecossistema Restinga

As restingas séo planicies arenosas litoraneas, formadas pelos processos
de transgresséo e regressdo marinha, no periodo Quaternario, que expuseram o
fundo do mar permitindo sua colonizacao por espécies de ecossistema adjacentes
como Mata Atlantica e Caatinga (SUGUIO; MARTIN, 1990). Esse ecossistema é
marcado por altas temperaturas e salinidade, periodos de seca, vento constante e
escassez de nutrientes, que tornam a sua estrutura e funcdo diferentes de
quaisquer outros ambientes.

O termo restinga possui significado diverso, podendo estar relacionado
com o tipo de vegetacao ou ao substrato-vegetacdo (SUGIYAMA, 1998; BRASIL,
1999). Segundo Sugiyama (1998) restinga, em sentido botanico, “é o conjunto de
comunidades vegetais distintas fisionomicamente, sob influéncia marinha,
distribuidas em mosaico e que ocorrem em areas com grande diversidade
ecoldgica”. Essa vegetacao € importante porque estabiliza o substrato e diminui a
acao dos ventos (COSTA et al., 1984).

A Resolugdo do CONAMA n° 261/1999 (BRASIL, 1999), define restinga
como “um conjunto de ecossistemas com comunidades vegetais floristica e
fisionomicamente distintas, situadas em terrenos arenosos, de origem marinha,
fluvial, lagunar, edlica ou combina¢Bes destas. Estas comunidades formam um
complexo vegetacional edéafico e pioneiro, que depende mais da natureza do solo
qgue do clima, encontrando-se em praias, corddes arenosos, dunas, planicies e
terragos”.

As restingas estéo relacionadas com o mar desde a sua formagao, por iSso
apresentam caracteristicas proprias quanto a topografia e ao tipo e estrutura
vegetacional. A complexidade dessas caracteristicas aumentam a medida que se
distanciam do oceano, sendo consideradas um complexo fitogeografico em torno
da costa brasileira (ARAUJO; LACERDA, 1987).

Por se tratar de um ambiente costeiro, esse ecossistema esta perdendo
suas caracteristicas de formacdo devido ao aumento de atividades

antropogénicas como: a expansdo imobilidria, remocao de areia e da vegetacéo,
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deposicdo de lixo e abertura de trilhas para acesso as praias (SANTOS;
MEDEIROS, 2003). Esse € um fato recorrente desde aproximadamente 500 anos
devido sua ocupacao apos descobrimento do Brasil.

Talvez o primeiro registro de impacto antropogénico nas restingas
brasileiras seja a carta de Pero Vaz de Caminha destinada a D. Manuel, Rei de
Portugal, relatando a descoberta do Brasil (CASTRO, 2009):

No domingo de Pascoa, pela manha, determinou o Capitdo de ir ouvir
missa e pregacdo naquele ilhéu. Mandou a todos os capitdes que se
arranjassem nos batéis, e o acompanhassem. Desta maneira tudo foi
feito. Mandou armar um pavilhdo naquele ilhéu, e dentro dele foi
levantado um altar muito bem preparado. E ali, ha presenca de todos
nés, fez dizer missa pelo Padre Frei Henrigue, em voz entoada
acompanhada com o mesmo tom pelos outros padres e sacerdotes.

Acabada a missa, desvestiu-se 0 padre e subiu a uma cadeira alta, com

todos nds espalhados no areal.

O crescimento das cidades e o pds-guerra contribuiram para a ocupacao
das zonas costeiras, intensificando a degradacdo nessa regido e por
consequéncia diminuindo a diversidade (SOUZA; CAPELLARI, 2004; EHRLICH,
1997). Esse ambiente é tido como fragil devido sua dificuldade de recuperacao
aos impactos ambientais, por isso € necessaria uma atencdo especial
(KEMENES, 2003).

Em funcdo dos impactos ambientais, a comunidade cientifica comecou a
realizar varios estudos nesse ecossistema, para conhecer sua diversidade e criar
melhores estratégias de uso dos seus recursos naturais.

Diversos estudos relacionados a composicdo floristica (ULE, 1967,
FRANCO et al., 1984; MELO, 1996; ALMEIDA; ARAUJO, 1997; MENEZES;
ARAUJO, 1999; ASSUMPCAO; NASCIMENTO, 2000; SANTOS et al., 2000;
PEREIRA; ARAUJO, 2000; COGLIATTI-CARVALHO et al., 2001; LEITE;
ANDRADE, 2004; PEREIRA; CORDEIRO; ARAUJO, 2004; DE ASSIS; PEREIRA;
THOMAZ, 2004; ALMEIDA JR; PIMENTEL; ZICKEL, 2008; NOVO et al., 2010;
BOURSCHEID; REIS, 2010; CARVALHO; SA, 2011; MENEZES, et al., 2012;
MARTINS, 2012) e diversidade de animais (SILVA, 2009; SANTA-ROSA, 2009;
DIAS; ROCHA, 2005) foram realizados nas restingas brasileiras.

Estudos sobre a diversidade de fungos em restingas brasileiras limitam-se,

em geral, a fungos micorrizicos ou leveduras o que indica que a comunidade de
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fungos filamentosos celuloliticos presente no solo das restingas brasileiras, e seu
potencial biotecnoldgico ainda sédo pouco conhecidos (TRUFEM et al., 1988,1989,
1990, 1995; ROSA et al., 1995; HAGLER et al., 1993; STUMER; BELLI, 1994;
MORAIS et al., 1994; SANTOS et al, 1995; KOSKEAND; GEMMA, 1996;
TAVARES, 1998; CORDOBA et al., 2001; CORDEIRO et al., 2003; CORDAZZO;
STURMER, 2007; DE OLIVEIRA et al., 2009).

Quando comparados os conhecimentos ja adquiridos sobre a vegetacéo
das restingas brasileiras em relacdo aos concernentes a fauna e micobiota,
percebe-se que os Ultimos sdo menos estudados. Isso mostra a caréncia de
informagdes sistematizadas sobre a composicdo de suas comunidades, de
registros confiaveis da ocorréncia de espécies e de dados sobre as relacdes entre
estas e a vegetacao.

Como podemos perceber, serdo necessarios mais estudos nas restingas
brasileiras, para representar pelo menos uma parte da importancia ecoldgica que

esse ecossistema tém quando o assunto é biodiversidade.

1.1 Formacgdes Vegetacionais

As formacbes vegetacionais da restinga sdo protegidas legalmente, por
serem Areas de Preservacdo Permanente (APPs), segundo o Cddigo Florestal
(Lei Federal n® 4771), pela resolugéo n.° 303/2002 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) e por pertencerem ao bioma da Mata Atlantica. Elas séo
constituidas por varios tipos de formacfes. Na restinga de Guaibim, BA, por
exemplo, foram descritas oito formacdes vegetacionais: Formacdo Arbustiva
Aberta ndo Inundavel (FAANI), Formacao Arbustiva Fechada n&o-Inundavel
(FAFNI) e Inundavel (FAFI), Formacgédo Florestal ndo-Inundavel (FFNI) e Inundavel
(FFI) e Formacao Herbacea nao-lnundavel (FHNI), Inundavel (FHIL) e Inundada
(FHIA) (MARTINS, 2012).

Alguns dos tipos vegetacionais sao influenciados pelo afloramento
constante do lencol freatico (areas inundadas) ou pelo afloramento do lencol

freatico apenas no inverno (areas inundaveis) (SAMPAIO et al, 2005).
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A Formacao Herbacea é caracterizada pela sua aproximagdo com as faixas
de praia (Figura 1), podendo ser atingidas pelas altas marés, ou encontra-se em

depressdes alagaveis como mostra a figura 2 (SEELIGER, 1992).

= . ”"‘;»/"l#__,‘;v‘ ' 2
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Figura 1. Formacgdo Herbacea N&o-Inundavel da restinga de Guaibim, BA.

Figura 2. Formacao Herbacea Inundavel da restinga de Guaibim, BA.

A Formacgdo Arbustiva Aberta (Figura 3) possui um aspecto comum
representado por areas onde a vegetacao é constituida de moitas com extensao e
altura variaveis e em meio as quais sao encontradas areas abertas, chamadas de

entre moitas. Segundo Ribas et al. (1994) o termo moita, pode ser definido como
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um aglomerado de plantas de porte arbustivo e/ou arboreo, com copas separadas
de outras plantas por areas abertas. As entre moitas sdo constituidas por

espécies herbaceas.

> f . 3 . W &

Figura 3. Formacao Arbustiva Aberta Nao-Inundavel da restinga de Guaibim, BA.

A fisionomia da Formagdo Arbustiva Fechada varia entre arbustos
misturados a trepadeiras, cactaceas e bromélias (Figura 4) (ARAUJO, 1992).

Essa formacédo € identificada como uma faixa de transicdo entre a Formacao

Arbustiva Aberta e Florestal.

Figura 4. Formacdo Arbustiva Fechada N&o-Inundavel da restinga de Guaibim,
BA.
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A Formacao Florestal (Figura 5) € variavel nos seus aspectos floristicos e
estruturais. Estas florestas variam desde formagbes com altura a partir de 5m,
com ou sem inundacdes periddicas decorrentes da ascensdo do lencol freatico
durante os periodos mais chuvosos, até formacBes mais desenvolvidas, com
alturas em torno de 15-20m (CESAR; MONTEIRO, 1995).

Figura 5. Formacao Florestal Nao-Inundavel da restinga de Guaibim, BA.

A flora das restingas, geralmente é caracterizada como um conjunto de
pouca rigueza, quando comparada com outros tipos de vegetacao do Brasil. Para
alguns autores isso esta relacionado com as condi¢des de estresse encontradas
nesse tipo de ambiente, relacionados principalmente a origem, natureza e
dindmica do substrato (RIZZINI, 1979; ARAUJO; HENRIQUES, 1984; SILVA,
1990).

2. Fungos Filamentosos

Os fungos sdo organismos eucarioticos, heterotroficos, unicelulares ou
pluricelulares. Aqueles que séo pluricelulares possuem estruturas filamentosas,

chamadas de hifas, que em conjunto constituem o micélio. Na fase reprodutiva, o
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micélio forma estruturas assexuadas e/ou sexuadas que originam 0S esporos,
principais estruturas responsaveis pela propagacdo das espécies fungicas
(ALEXOPOULOS et al., 1996).

Esses organismos sdo cosmopolitas, mas geralmente a umidade e
temperatura elevadas sdo condigbes mais propicias para seu desenvolvimento
(ALEXOPOQULOS et al., 1996).

A mais recente classificacdo dos fungos foi baseada em estudos
filogenéticos e proposta por micologistas especialistas nos diversos grupos
(HIBBETT et al., 2007). Eles consideraram os seguintes filos: Chytridiomycota,
Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Microsporidia, Glomeromycota,
Ascomycota e Basidiomycota. Esses autores separaram Zygomycota em trés
subfilos (Mucoromycotina, Kickxellomycotina e Zoopagomycotina). Em 2012,
Gryganskyi et al. descreveram um novo filo o Entomophthoromycota.

De acordo Kirk (2008) o niumero de espécies fungicas que foram descritas
€ de aproximadamente 99.000 espécies, das 1,5 milhdes estimadas no mundo.
Mas, recentemente com base nas diferentes técnicas moleculares, a estimativa é
de 5,1 milhdes de espécies (TAYLOR et al, 2010; BLACKWELL et al., 2011).
Dentro dessas espécies descritas, cerca de 13.800 existiiam no Brasil,
representando 14 % da diversidade mundial (LEWINSOHN; PRADO, 2006).

Segundo Junior e Maia (2010), existem um maior nimero de registros das
espécies de fungos em ordem decrescente na Mata Atlantica (1.664 spp.),
Caatinga (734 spp.), Amazonia (519 spp.), Cerrado (291 spp.), Pantanal (28 spp.)
e no Pampa (1 sp.).

Quanto as regides do Brasil, a regido Nordeste € que possui registro de
maior diversidade de espécies fungicas, com 1.749, seguida pela Sudeste com
1.411, Sul 1.320, Norte 743 e Centro-Oeste 296. A Bahia € o quarto estado com
maior niumero de espécies (584 spp.) (JUNIOR; MAIA, 2010). Aproximadamente
30 % do material coletado e identificado no semi-arido da Bahia representam
novos registros de ocorréncia ou espécies novas (GUSMAOQO; MAIA, 2006).

Infelizmente, devido a acdo antropogénica, varias espécies de fungos estéo
sendo extintas antes mesmo de serem conhecidas, causando prejuizo para o
equilibrio ecolégico, além de ndo se obter conhecimento do potencial

biotecnoldgico dessas espécies.
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3. Celulases

3.1 Fungos Celuloliticos

Durante a Segunda Guerra Mundial, nas regifes tropicais do Pacifico, os
soldados das forgcas armadas norte-americanas relataram a frequente
deterioracdo de fardas, barracas, bolsas e demais objetos dos acampamentos,
fabricados a partir de algoddo. A partir de entdo, 0s cientistas comecaram a
realizar pesquisas para descobrir os agentes causadores da deterioracédo, quais
0Ss mecanismos de ac¢do utilizados e como controla-los.

Diante do acontecimento, o Dr. Elwyn T. Reese iniciou as pesquisas,
isolando uma linhagem de um fungo filamentoso, codificada como QM6a que
excretava enzimas capazes de degradar celulose. Esse isolado foi identificado
como Trichoderma viride e mais tarde passou a chamar-se Trichoderma reesei
em homenagem ao Dr. Reese.

Os fungos filamentosos sdo bons decompositores de material vegetal,
porque possuem um arsenal enzimatico capaz de degradar compostos organicos
complexos, tais como: celulose, hemicelulose, acida aromatica e algumas
proteinas. Dessa forma, as plantas e outros fungos absorvem as substancias
degradadas garantindo a ciclagem de nutrientes (GUSMAO et al., 1995).

Nesse contexto os fungos celuloliticos ocorrem em todos os ambientes,
onde h& acumulo de residuo lignocelulolitico. Geralmente interagem
singergicamente espécies celuloliticas e néo celuloliticas e por meio dessa
interacdo, a celulose é completamente hidrolisada, convertida a glicose e esta em
dioxido de carbono e 4gua, em condi¢des aerdbicas (BEGUIN; AUBERT, 1994).

Os fungos filamentosos sdo utilizados ha algum tempo como fonte de
producdo de muitos metabdlitos e enzimas. Como secretam enzimas
naturalmente, eles tém sido explorados comercialmente por essa capacidade. Os
fungos filamentosos de maior interesse industrial incluem espécies dos géneros
Aspergillus spp. (A. awamori, A. niger, A. orizae, A. nidulans, A. terreus),
Penicillium spp. (P. decumbens, P. funiculosum, P. brasilianum, P. wasksmanii) e
Trichoderma spp. (T. reesi, T. harzianum) (KARLSSON et.al, 2002).
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Trichoderma reesei, € um dos principais produtores de celulases, e o
microrganismo cujo sistema de celulases tem sido mais estudado. Ele produz pelo
menos seis endoglucanases e duas celobiohidrolases ativas em diferentes fontes
de celulose, cristalinas ou amorfas (KARLSSON et.al, 2002).

Outros fungos celuloliticos incluem as espécies Neurospora crassa,
Arthrographis  cellulolyticum, Fusarium solani, Mucor circinelloides, e
Sporotrichium pruinosum (RABINOVICH et al., 2002a; SAHA, 2004).

3.2 Celulose

As plantas representam o maior reservatorio de carbono e como a celulose
€ um dos seus principais componentes, sua degradacdo representa uma parte
importante no ciclo do carbono.

A celulose tem funcéo estrutural e € constituida por um polimero linear de
subunidades de glicose, unidas por ligagdes 3-1,4, onde a celobiose € a unidade
repetitiva do polimero (Figura 6).

Durante a biossintese da celulose, as cadeias individuais de glicose sdo
unidas por forcas de Van der Walls e por pontes de hidrogénio intra e
intermoleculares. Essas ligacfes conferem uma forma rigida com microfibrilas
insollveis e geralmente resistentes a hidrélise enzimatica. As microfibrilas estdo
organizadas em paralelo com uma extremidade nédo redutora e outra redutora
(Figura 6). Essa estrutura resulta em regifes altamente ordenadas e cristalinas,
intercaladas por regides amorfas (Figura 7) (MANSFIELD; MEDER, 2003;
LAVOINE et al., 2012).

O grau de cristalinidade da celulose depende da sua origem. A maioria das
celuloses comerciais como algodao, papel filtro, o grau de cristalinidade pode
variar entre 30 — 70 %. As formas amorfas e sollUveis como a carboximetilcelulose
(CMC) séao frequentemente empregadas por sua rapida taxa de hidrélise. Tanto
as celuloses com elevado grau de cristalinidade quanto as celuloses amorfas,
geralmente sao utilizadas para avaliar os sistemas de celulases. Embora a CMC
seja muito utilizada, ela ndo deve ser empregada como indutor universal, pelo fato
de ndo ser hidrolisada por todas as enzimas presentes em fluidos de cultura
celulolitica (BEGUIN; AUBERT, 1994).
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A diversidade e a heterogeneidade de substratos de celulose acabam
dificultando a ampliacdo de estudos enzimoldgicos (KUMAR; MURTHY, 2013).

Extremidade ndo redutora Glicose Extremidade redutora

Polimeriza¢do da Cadeia Celobiose
de celulose

Figura 6. Ligacdo glicosidica entre duas unidades de B-D-Glicose; cadeia linear da
celulose, formada por vérias unidades consecutivas de celobiose; ligacées de hidrogénio
intra e intermolecular na estrutura molecular da celulose. Linhas tracejadas: Ligacdes de
hidrogénio intermolecular. Linhas pontilhadas: Ligacdes de hidrogénio intramolecular
(Modificado de Festucci-Buselli et al., 2007).
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Figura 7. Detalhes da estrutura da fibra celulésica com énfase sobre as microfibrilas de
celulose (Modificado de Lavoine et al., 2012).
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3.3 Caracteristicas Bioquimicas

Celulase é formada por um sistema multienzimatico, membro da familia
glicosil-hidrolases 61 (GH61) (HARRIS et al., 2010). Esse sistema é classificado
em trés principais classes de enzimas que agem sinergicamente: endoglucanases
(EG); exoglucanases ou celobiohidrolases (CBH | e CBH IlI) e B-glicosidases
(Figura 8) (KUMAR; MURTHY, 2013).

As endoglucanases, denominadas 1,4-b-D-glucana-4-glucano-hidrolase,
hidrolisam as ligagOes internas nas regibes amorfas no filamento de celulose,
liberando oligossacarideos com diferentes tamanhos e gerando novas cadeias
gue podem ser hidrolisada por exoglucanases (Figura 8). As regi6es amorfas séo
mais facilmente hidrolisadas, porque possuem cadeias que ndo estdo envolvidas
com ligacdes de hidrogénio intermoleculares tado fortes quanto as que ocorrem
nas regides cristalinas, as quais sdo menos hidrolisadas por estas enzimas,
devido ao maior grau de organizacdo molecular (LYND et al., 2002; QUIROZ-
CASTANEDA; FOLCH-MALLOL, 2013).

As celobiohidrolases sao denominadas exo-1,4-b-D-glucanases. As CBHs |
e CBHs Il atuam na extremidade redutora e n&o redutora respectivamente da
cadeia de celulose, liberando celobiose (Figura 8). As exoglucanases atuam sobre
a celulose cristalina (Papel de filtro, algoddo) (QUIROZ-CASTANEDA; FOLCH-
MALLOL, 2013). Dos sistemas celulésicos melhor estudados, as CBHs | tém sido
consideradas como as enzimas mais importantes a sacarificacdo eficiente da
celulose. Estudos indicam que a atividade do complexo sobre o filamento de
celulose cristalino pode ser reduzida em até 70 %, se 0 gene que codifica para
producdo de CBH I for removido (MEDVE, 1997).

As B-glicosidases sao também conhecidas como celobiases e possuem a
funcdo de hidrolisar a celobiose em duas moléculas de glicose (Figura 8). Essas
enzimas sdo importantes na hidrdlise da celulose pela remocéo da celobiose do
meio reacional, porque a celobiose é considerada um inibidor competitivo das
celobiohidrolases (LYND et al., 2002).

Para ensaios de atividade de endoglucanase, alguns substratos sé&o
utilizados, como a carboximetilcelulose (CMC) (CMCase), considerada celulose
amorfa. Enquanto os ensaios de atividade em substrato com regidbes mais

organizadas a exemplo do papel de filtro (Filter Paper Activity) (FPase), é
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necessario um sistema celulasico completo (celobiohidrolases e endoglucanases).
O papel de filtro é recomendado pela Comissdo de Biotecnologia para se avaliar a

atividade celulasica total (FPase) de um sistema celulasico. (MEDVE, 1997).

o> ' <=

o> ' <=

o> <m o> <=

o> <= o> <m

Nao Redutora Redutora
. /\\\ "4

V' Endoglucanase (EG) @ Celobiohidrolase-CBH Il = Glicose
= Celobiohidrolase-CBH I B-Glicosidase =-== Celobiose
Microfibrila-Cristalina ——— Microfibrila-Amorfa

Figura 8. Modo de agéo das enzimas do complexo celulolitico. (Modificado de Lynd, et.al
2002).

3.4 Aplicacbes Biotecnologicas

Desde 1953, as décadas foram marcadas por muitos avangcos em
pesquisas sobre o sistema multienzimatico que constitui as celulases. O inicio do
século XXI foi marcado por grandes investimentos na producdo de celulases,
especialmente focada para sua aplicagdo na obtencdo de etanol de segunda
geracdo (RABINOVICH et al., 2002b).

Os avancos dos estudos sobre celulases ocorrem nas mais diferentes
areas do conhecimento. Contribuicbes cientificas estdo sendo gerados
continuamente, quanto ao isolamento de microrganismos produtores de celulases;

entendimento sobre o0s mecanismos de ataque a celulose; purificacdo e

caracterizagdo de componentes do sistema multienzimatico; clonagem e
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compreensao do controle da expressdo génica; determinacdo de estruturas
tridimensionais das celulases; aumento da expresséo e eficiéncia das celulases
por mutacdes génicas e a demonstracao do potencial industrial dessas enzimas
(RABINOVICH et al., 2002b; FESTUCCI-BUSELLI et al., 2007; ANTONELLA
AMORE et al., 2012; QUIROZ-CASTANEDA; FOLCH-MALLOL, 2013).

Na década de 80, teve inicio a producao de celulases em escala industrial.
Sua primeira aplicacdo foi como um aditivo para racdo animal, de forma a
aumentar a sua digestibilidade por ruminantes. Posteriormente, essas enzimas
passaram também a ser utilizadas na indastria de alimentos, como exemplo em
processamento de bebidas, promovendo a clarificagdo de sucos de frutas (LYND
et al., 2002).

Depois, as celulases comecaram a ter diversas aplicacdes como:
biopolimento que consiste na remogdo enzimética de pilosidade dos tecidos ou
malhas de algod&o, tornando os tecidos mais lisos e macios; bioestonagem,
processo de aspecto desbotado mais uniforme em jeans, em relacdo ao
convencional (pois ndo causa grande degradacao da fibra como a pedra-pomes);
papel, para liberacdo de tintas da superficie das fibras a ser recicladas (COELHO,
2008).

Durante a década de 90, mais de 20 % do mercado mundial de enzimas
era representado pelas celulases e hemicelulases. No cenario nacional em 2008,
as celulases movimentaram em torno de U$D 1,35 milh&o, considerando apenas
importacdes e exportacdes brasileiras (CASTRO, 2010).

Uma das aplicacdes emergentes das enzimas do complexo celulolitico é a
hidrolise de biomassas. A matéria-prima de origem lignocelulésica, contém de 20
a 60% de celulose, que pode ser totalmente convertida em glicose, por acao
enzimatica. Em etapas seguintes, esse monossacarideo pode ser utilizado para a
obtencado de bioetanol uma das moléculas de maior interesse. Tais tecnologias se
enquadram no conceito de biorrefinarias celulésicas, as quais visam o

aproveitamento integral e integrado dos residuos agroindustriais (BHAT, 2000).
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Comunidade de Fungos Filamentosos Celuloliticos da Formacéao

Arbustiva Aberta da Restinga de Guaibim, Bahia

Jackeline P. Andrade; Rodrigo P. do Nascimento
Phellippe A. S. Marbach; Jorge T. de Souza

Resumo

A micobiota celulolitica do solo € um dos componentes dos ecossistemas
que desempenham importante papel na decomposi¢cdo da matéria organica. No
entanto, pouca atencéo tem sido dada a sua diversidade, principalmente quando
se trata do ecossistema restinga. O objetivo deste trabalho foi estudar a estrutura
e composicdo da comunidade de fungos filamentosos celuloliticos das moitas e
entre moitas da Formacgao Arbustiva Aberta da restinga de Guaibim, BA. Foram
coletadas 16 amostras de solo das moitas e entre moitas. O isolamento foi
realizado pela técnica das diluicbes seriadas. Todos o0s isolados foram
guantificados e posteriormente separados por géneros. Em seguida foi realizado o
estudo de variabilidade genética pela técnica Rep-PCR, paralelo a identificacdo
morfolégica. Apenas um representante de cada espécie foi sequenciado. Os
parametros ecoldgicos foram calculados para a micobiota das entre moitas e das
moitas. Com um isolado de cada espécie foi realizada a caracterizacdo da enzima
celulase e analise da taxa de crescimento. O numero de UFC/g nas moitas foi
significativamente maior que nas entre moitas. Foi observado que existe uma
tendéncia em separar moitas de entre moitas. Nos 16 pontos, foram obtidos 190
isolados, distribuidos em 16 géneros e 43 espécies. Foram encontradas quatro
provaveis espécies novas. A média da taxa de crescimento das espécies
encontrada apenas nas moitas nao foi significativamente maior do que aquelas
gue ocorreram apenas nas entre moitas. De maneira geral, a maioria dessas
espécies teve uma atividade celulase baixa. Esse trabalho representa a primeira

contribuicéo para o conhecimento dos fungos celuloliticos da restinga.

Palavras-chaves: celulase, Rep-PCR, solo, ecossistema
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Introducéao

Restingas sdo formacdes vegetais que tiveram origem no quaternario e
estdo incluidas no bioma Mata Atlantica. No litoral brasileiro, as restingas
apresentam grande diversidade fisiondmica e floristica caracterizando tipos
particulares de formacdes vegetais (Menezes e Aradjo 1999).

A formagdo vegetacional arbustiva aberta das restingas brasileiras ficam
proximas a praia e apresentam geralmente um aspecto de mosaico, pela
ocorréncia de areas onde a vegetacdo é predominantemente um conjunto de
moitas com extensdo e forma variadas, em meio as quais existem areas abertas,
as entre moitas. Nas regides de entre moitas a vegetacao esparsa deixa 0 solo
exposto, sendo formadas por espécies que suportam as condicdes adversas
deste ambiente, como as altas temperaturas (Ribas et al. 1994).

O solo deste ambiente é arenoso e pobre em nutrientes minerais,
colocando a micobiota do solo numa posicao central, pois os fungos celuloliticos
regulam a degradacdo da matéria organica e a transformacdo dos nutrientes,
além de serem um indicador da qualidade do solo (Télota 2002). Em geral, esses
fungos ocorrem no solo, colonizando vegetais, suas raizes e residuos.

Embora se reconheca a importancia da micobiota celulolitica do solo como
componente de ecossistemas e o papel que desempenham em ciclos
biogeoquimicos associados a manutencédo da biosfera, pouca atencdo tem sido
dada aos estudos sobre sua diversidade, principalmente estudos relacionados ao
ecossistema restinga. O conhecimento desta micobiota, além de fundamental
para o levantamento taxonémico das popula¢des que ali se encontram, pode levar

ao descobrimento de processos metabdlicos utilizados por estes organismos,
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tornando-se importante para interacdes ambientais e aplicacdes biotecnoldgicas
(Lynch et al. 1981).

Considerando o exposto acima os objetivos deste trabalho, foram estudar a
estrutura e composicdo da comunidade de fungos filamentosos celuloliticos das

moitas e entre moitas da Formacao Arbustiva Aberta da restinga de Guaibim, BA.

Materiais e Métodos

Area de Estudo

A Area de Protecdo Ambiental (APA) do Guaibim, localizada no municipio
de Valenca-BA, foi criada pelo decreto n°® 1.164 de 11 de maio de 1992, por
apresentar remanescentes de Mata Atlantica (DECRETO 1.164) (Bahia 1992). A
APA define o limite norte do Corredor Central da Mata Atlantica (Ayres et al.
2005). Com area estimada em 2.000 ha, essa unidade de conservacdo abriga
uma vegetacao representativa de restinga tanto pela area quanto pela diversidade
de formacgdes e espécies vegetais.

A porcao norte da Vila do Guaibim, Praia de Taquari, hdo esta incluida na
APA do Guaibim (Fig. 9). No extremo sul da APA esta localizada a Ponta do
Curral que abriga um atracadouro de onde os turistas podem embarcar com
destino a llha de Cairu, Gamboa e Morro de Sdo Paulo. Entre as Praias de
Taquari e a APA localiza-se a Vila do Guaibim, com extenséo de 4,6 km e cerca
de 5.000 habitantes. Essa regido € destacada pela crescente demanda turistica
com diversos estabelecimentos destinados a esse setor, como pousadas e
restaurantes.

A proximidade com regides amplamente freqlientadas por turistas, como
Morro de Sdo Paulo, llha de Itaparica e as Praias do Guaibim e Taquari, vem
despertando o interesse de grandes empresarios pela restinga. Os principais
conflitos ambientais na APA séo: o lancamento de esgoto domeéstico nos corpos
hidricos, depdsicdo de lixo, desmatamento devido a expansédo imobiliaria,

abertura de estradas, monocultura, criagdo de gado.



35

C_/\ B;&]\’w 4§o 37‘0W = e d 7 ~
\1 T T 4 / 5
o0 S f APAde
" f 3§ Guaibim
189 Bahia /
s /

Morro de

l\\\ - \__} Paulo :)

Fig. 9 Mapa de localizagcdo da Area de Protecio Ambiental (APA) do Guaibim. Fonte:
Google Earth.

Coleta das amostras de solo

As amostras de solo foram obtidas de oito moitas e oito entre moitas da
Formacao Arbustiva Aberta (FAA) da restinga de Guaibim, totalizando 16 pontos de
coleta (Fig. 10). Esses pontos foram amostrados duas vezes, a primeira nos meses
de outubro (2009) a janeiro (2010) e a segunda nos meses de janeiro a abril de
2011. Na primeira amostragem, a cada més foram coletadas amostras de solo de
duas moitas e duas entre moitas, totalizando 4 amostras por coleta, desse modo
durante os quatro meses, foi possivel amostrar os 16 pontos. Foi realizado
exatamente 0 mesmo na segunda amostragem.

As amostras de solo da regido entre moita foram coletadas ao redor das
moitas amostradas sendo constituidas 10 sub-amostras, constituindo uma amostra
composta e as amostras das moitas foram coletadas do seu maior eixo e também
constituidas por 10 sub-amostras (amostra composta) (Fig. 10). Também foram
realizadas as medidas das distancias entre os locais amostrados (Fig. 11),

georreferenciamento e registro fotogréafico de cada regido (Fig. 12).
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Fig. 11 Distribuicdo espacial das Moitas (M) e Entre Moitas (EM) amostradas e as
medidas das distancias entre elas. Fonte: Google Earth
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Fig. 12 Locais das coletas de todas as amostras de solo georreferenciados: Moitas (M) e
Entre Moitas (EM)
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Isolamento dos Fungos Celuloliticos

Para o isolamento dos fungos, foi adotada a Técnica das Diluicdes
Seriadas, até a diluicdo 10°. Em seguida aliquotas de 0,5 mL dessa diluicdo
foram transferidas para placas em triplicata contendo meio seletivo de celulose
(Breccia et al. 1995) (g/L): NaNOs; (1,2), KH,PO, (3,0), K,HPO, (6,0),
MgS0,.7H,0 (0,2), CaCl.2H,0 (0,05), ZnSO,4.7H,0 (0,001), MnSO,4.7H,0 (0,01),
Extrato de Levedura (3,0), agar (15), Clorafenicol (0,05) e celulose microcristalina
(Unica fonte de carbono) (10). As placas foram incubadas a 28 °C, por 10 dias
(Fig. 13). Apos esse periodo foi realizada a contagem das Unidades Formadoras
de Colbnias (UFCs) e observacéo da ocorréncia de isolados com caracteristicas
bem definidas (morfotipos) para analise de similaridade.

Este procedimento foi repetido para a mesma amostra de solo até que
apenas 20 % dos fungos obtidos em um novo isolamento da amostra néo tinham
sido isolados previamente, indicando que foi feita uma amostragem de pelo
menos 80 % dos fungos celuloliticos presentes na mesma amostra de solo
capazes de crescer nas condi¢des de cultivo descritas. Cada morfotipo distinto foi
transferido para duas placas de Petri contendo Agar Extrato de Malte (20 %) (g/L):
Extrato de Malte (6) e Agar (15) e incubados por 10 dias a 28 °C, de onde foram

fotografados e armazenados pelo método de Castellani (1967).

— A

102 103 ; é

10-1
1mL 1mL 0,5 mL : //\ Incubadas 10
~ H ) H ——) < :/é dias/28°C

——"

90 mL SS 9mLde 9mLde Meig de Celulose
0,85% +10g SS SS Microcristalina
de solo

Isolamento de diferentes
morfotipos e contagem
das UFC’s.

Fig. 13. Procedimento da Diluigdo Seriada.
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Identificacdo Morfologica

Todos os isolados fungicos foram primeiramente agrupados em géneros
por meio da técnica de microcultivo em lamina. Posteriormente, os isolados de
cada género foram identificados morfologicamente em nivel de espécie,
analisando caracteristicas macroscopicas como diametro, coloracdo e o reverso
da colbnia e microscépicas como o comprimento e forma dos conidiéforos, forma,
textura e tamanho dos conidios. Para a identificacdo das espécies do género
Aspergillus foram utilizados os meios de cultura CYA (Czapek Yeast Extract Agar)
nas temperaturas de 25 e 37 °C e MEA (Malt Extract Agar) a 25 °C e as espécies
de Penicillium nos meios de CYA a 5, 25 e 37 °C, MEA a 25 °C e G25N (25 %
glycerol nitrate agar) a 25 °C. A identificacdo desses isolados foi realizada de
acordo com Klich e Pitt (2002), Klich (2002), Pitt (1988), Raper et al. (1949),
Barnett e Hunter (1999), Raper e Fennel (1965).

Extracdo de DNA e Estudo de Variabilidade Genética dos isolados

Os isolados foram cultivados em meio de malte liquido 20 %, por 5 dias a
28 °C. Em seguida o micélio foi coletado, liofilizado e preservado a -20 °C para
extracdo de DNA pelo método Doyle e Doyle (1990) adaptado. Para a analise de
variabilidade genética foi utilizada a técnica Rep-PCR, baseado na amplificacéo
de elementos de DNA repetitivos o ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus), REP (Repetitive Extragenic Palindromic) e elementos BOX PCR. Na
amplificagéo do elemento BOXA foi utilizado o primer BOXA 1R (8- CTA CGG
CAA GGC GAC GCT GAC G-3’) (Louw et al. 1999), do elemento REP os primers
REP 1R (5- Ill ICG ICG ICA TCI GGC-3’) e REP 2R (5'- ICG ICT TAT CIG GCC
TAC-3’) (Louw et al. 1999) e do ERIC os primers ERIC 1R (5’-ATG TAA GCT CCT
GGG GAT TCA C-3’) e ERIC 2R (5-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3)
(Hulton et al. 1991). As reacbes e os programas das PCRs estdo descritos nas
tabelas 1 e 2 respectivamente. Os fragmentos amplificados pelos elementos
descritos anteriormente foram separados por eletroforese em gel de agarose 2,0

% e em seguida os geéis foram fotografados. O programa FREETREE (Hampl et
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al. 2001), foi utilizando para construcdo do dendrograma empregando-se o
coeficiente de Jaccard e o método UPGMA.

Tabela 1 - Reac¢des das PCRs (reacdo final de 25 L)

Reagentes BOX REP ERIC B-tubulina, ITS1 e 4
Tampao 5X (uL) 5,0 5,0 5,0 5,0
MgCl, (50 mM) 6,0 4,0 2,0 2,0
dNTPs (2,5 mM) 7,1 8,0 8,0 2,0
Taq polimerase (5 U/uL) 0,4 0,4 0,4 0,4
Primer 1 (10 pmol/uL) 5,0 3,0 3,0 0,8
Primer 2 (10 pmol/pL) - 3,0 3,0 0,8
DNA (uL) 15 15 15 2,0
Agua (L) 0,1 2,1 12,1

Tabela 2 — Programas das PCRs

Deantgragao Ciclos (x) Extgnsao
Inicial Final
10x- 94°C-1"; 40°C-30": 72°C-1’

B X o _ ) ) ) o _ 1)

© 95°C-5 30x- 90°C-1: 48°C-30"; 72°C-1 /2 C-10

REP 94 °C-5 40x - 94°C-1" 40°C-1" 72°C-4' 72 °C-10’

ERIC 94 °C-5 40x - 94°C-1": 52°C-1 72°C-8' 72 °C-10’

B-tubulina 94 °C-4 35x - 94°C-1": 60°C-1" 72°C-2" 72 °C-T
(Penicillium)

B-tubulina 94 °C-3 35x - 94°C-30": 58°C-45": 72°C-1'30" 72 °C-5'
(Aspergillus)

TS104 ot G0 15x- 94°C-2; 65°C-30%; 72°C-1 .

35x - 94°C-30"; 48°C-30"; 72°C-1’

Amplificacdo e Sequenciamento

A amplificacdo e sequenciamento das espécies dos géneros Penicillium e
Aspergillus foram realizados com fragmento do gene B-tubulina, utilizando os
primers BT2a (5-GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC-3’) e BT2b (5-ACC
CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC-3’) (Glass e Donaldson 1995) e dos demais
géneros foram amplificados e sequenciados com a regido ITS (espacador interno
transcrito), com os primers ITS1 (5’- TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) e ITS4
(6’- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) (Glass e Donaldson 1995). As reacdes
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e 0s programas da PCR estdo descritos na tabela 1 e 2 respectivamente. Os
produtos da PCR foram sequenciados através do método de Sanger et al. (1977),
no sequenciador do tipo ABI Prism 310 Genetic Analiser (Applied Biosystems). As
sequéncias foram editadas no programa Sequencher 4.1 (Gene Codes, Madison,
WI, U.S.A).

Caracterizacdo molecular e analises filogenéticas

A identificacdo molecular, foi realizada utilizando o programa BLASTN
(Altschul et al. 1997) para comparar as sequéncias obtidas de cada isolado com
outras nos bancos de dados publicos. Essas sequéncias obtidas foram incluidas
nas analises para fins de comparacao. O alinhamento e edi¢cdo das sequéncias
foram realizados no programa MEGA 5.2 (Tamura et al. 2011). As arvores
filogenéticas foram geradas no mesmo programa utilizando o método de Maxima

Verossimilhanca, com analises de bootstraps com 100 repeticdes.

Calculo dos parametros ecoldgicos

Abundéancia Relativa (AR) de cada espécie foi calculada conforme o
numero de Unidades Formadoras de Colbnias (UFCs) total de cada espécie / £ do
namero de UFC de todas as espécies x 100. Para a Frequéncia de Ocorréncia
(FO) foi calculado o nimero de locais que as espécies foram encontrados / £ de
locais amostrados x 100. As Classes de Frequéncia de Ocorréncia (FO) foram
determinadas segundo Matteucci e Colma (1982), onde FO=70 % - Muito
Frequente (MF); 40 %<FO<70 % - Frequente (F); 10 %<FO<40 % - Pouco
Frequente (PF) e FO<10 % Esporadica (E). Para o calculo da FO nas Moitas e
Entre Moitas foi considerado o nimero total de pontos amostrados (n=16), apenas
nas Moitas n=8 e apenas nas Entre Moitas n=8. A Frequéncia Absoluta (FA) foi
calculada contando o numero de vezes que cada espécie ocorreu nos locais
amostrados. Esses parametros foram calculados para a micobiota celulolitica das

Entre Moitas, das Moitas de ambas regides.
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Verificagdo do Potencial Celulolitico das Espécies Diferentes

As espécies diferentes foram ativadas em meio de Malte 20 % por 10 dias
a 28 °C. Posteriormente foi retirado um disco de 15 mm do meio com o fungo e
transferido para Erlenmeyers de 1000 mL contendo 240 mL do meio de Mandels e
Weber (1969) constituido por (g/L): KoHPO4 (2), (NH4)2SO4 (1,4), MgS0O,4.7H,0
(0,3), CaCl, (0,3), FeS0,4.7H,O (0,005), MnSO4.H,O (0,00156), ZnSO,4.7H,0O
(0,0014), CoCl; (0,002), Extrato de Levedura (3,0) e suplementado com 2,4 g de
Papel Filtro (gramatura 90 g/m?), cortado (1 x 1cm). Em seguida os Erlens foram
incubados em agitador a 150 rpm e 28 °C por 6 dias. Diariamente aliquotas de 3,5
mL foram coletadas, centrifugadas a 4500 rpm/4 °C e analisadas quanto a

producdo de proteinas totais, endoglucanase (CMCase) e exoglucanase (FPase).

Determinacao da Concentracdo de Proteinas Totais

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada pelo método de Bradford
(1976), adicionando 1 mL do reagente Bradford a 100 uL da solugao protéica e a
absorbancia da solugcdo medida a 595 nm. A concentracdo das proteinas foi
determinada contra uma curva de calibracdo baseada em soro albumina bovina

como padréao.

Determinacdo da Atividade Endoglucanase (CMCase) e Exoglucanase
(FPase)

A atividade de CMCase foi determinada por meio da quantificacdo dos
acucares redutores produzidos durante a incubacdo da mistura reacional (0,6 mL
do extrato enzimatico e 0,6 mL da solucdo 2,0 % de carboximetilcelulose — CMC —
em tampéao Citrato de Sédio 50 mM (pH 4,8) a 50 °C por 20 min (Ghose 1987),
pelo método do Acido Dinitrosalicilico (Miller 1959). A leitura das atividades foi

realizada em espectrofotdmetro a 540 nm e os resultados apresentados em U.L™,
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onde cada unidade (U) corresponde a quantidade de umoles de acUcares
redutores liberados por minuto.

A atividade de FPase foi determinada por meio da quantificacdo dos
acucares redutores da mesma amostra produzidos durante a incubacdo da
mistura reacional (0,5 mL do extrato enzimatico, 1,0 mL do tampao Citrato de
Sédio 50 mM (pH4,8) e 50 mg de Papel Filtro (gramatura 90 g/m?) a 50 °C por 60
min (Ghose 1987), pelo mesmo método supracitado. A leitura das atividades foi
realizada em espectrofotometro a 550 nm e os resultados também apresentados

em U.L™

Determinacao da taxa de crescimento dos isolados

Discos de micélio de 8 mm de diametro foram retirados da cultura pura de
cada isolado, transferido para trés placas contendo o meio de celulose e

incubadas a 28 °C. O diametro das coldnias foi medido a cada 24 h por 10 dias.

Andlise de similaridade e correlacao

A andlise de similaridade foi realizada entre os isolados e as regides
amostradas. A analise foi realizada no programa Fitopac 1 software (Shepherd
1995), utilizando o coeficiente de Jaccard e 0 método de agrupamento UPGMA.

Andlises de correlacdo foram realizadas no programa BioEstat 5.3 (Ayres
et al. 2007) entre a taxa de crescimento x frequéncia absoluta, taxa de
crescimento x CMCase, taxa de crescimento x FPase, proteina total x FPase,
proteina total x CMCase, FPase x CMCase, frequéncia absoluta x FPase,
frequéncia absoluta x CMCase. Para o conjunto de dados que apresentaram
distribuicdo normal foi utilizado o coeficiente de Pearson e aqueles que nao
apresentaram utilizou-se o coeficiente de Spearman. Para observar a normalidade

dos dados utilizou-se o programa R 3.0.1 (R Development Core Team 2008).
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As médias das densidades populacionais, taxas de crescimento e atividade
enzimatica dos isolados de moitas e das entre moitas, foram comparados

realizando o teste T no programa BioEstat 5.3 (Ayres et al. 2007).

Resultados

Composicao da micobiota celulolitica das moitas e entre moitas

Na andlise em conjunto dos dados de ambas amostragens, o himero meédio
das Unidades Formadoras de Coldnias por grama de solo (UFC/g) nas moitas
(44.333,0 UFC/g) foi significativamente maior que nas entre moitas (31.162,2
UFC/g) pelo teste T a 5 % de probabilidade (P=0,043) (Fig. 14). A média das
UFCs das entre moitas 1, 2, 3 e 4 também foi significativamente maior (43.916,5
UFC/g), quando comparada com a média das demais entre moitas (18.408,5
UFC/g) pelo teste T a 5 % de probabilidade (P=0,0034).
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Fig. 14 Unidades Formadoras de Colbnias totais por grama de solo (UFC/G) nos pontos
de coleta das moitas (M) e entre moitas (EM).
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A andlise de similaridade da micobiota celulolitica foi realizada entre as
regides amostradas na primeira, na segunda e em ambas amostragens. Na
primeira amostragem observa-se uma tendéncia de separacdo entre as regides
moita e entre moita. A maior similaridade nas entre moitas foi observada entre as
entre moitas 1 e 2 e nas moitas a maior similaridade foi ente as moitas 1, 3 e 5
(Fig. 15).

Jaceare a A Jaccar d B Jaccard c
2 285 35S 88 - EfE 288 E82 88 . 2 288882 .
EM1 EM2 EM 2
EM2 EM4 EM4
EMS EM3 EM1
EM3 M4 EM3
EM4 M7 EM5
EM8 EM1 EM8
M1 M5 M1
M5 M6 M5
M3 M8 M3
M2 M2 M2
M4 M1 M4
M7 EM7 EM6
M8 EM8 EM7
EM7 EM6 M6
EM& M3 me
Me& EMS M7

Fig. 15 Dendrogramas de similaridade entre os pontos de coleta amostrados (Moitas - M
e Entre Moitas EM). A- Primeira amostragem; B- Segunda amostragem; C- Ambas
amostragens. O agrupamento foi feito pelo método UPGMA e coeficiente de Jaccard.
indice de correlacdo cofenética 0,78.

Na segunda amostragem, como pode ser observada na fig. 15 B, a
similaridade entre os pontos foi diferente daquela observada no dendrograma da
primeira amostragem. A maior similaridade nessa amostragem nas moitas foi
entre as moitas 5 e 6 e a entre moita 2 e 4. Ao analisar o dendrograma das duas
amostragens (Fig. 15 C), observa-se que existe uma tendéncia em separar moitas
de entre moitas. A maioria das moitas formou um grupo distinto das entre moitas.

Nos 16 pontos amostrados duas vezes, foram obtidos 190 isolados fungicos
celuloliticos. Nas oito Moitas (M) ocorreram 50,52 % desse total de isolados e nas
oito Entre Moita (EM) 49,48 % (Fig. 16).
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Fig. 16 Numero de isolados por amostragens de cada Moita, Entre Moita e do total.

Todos os isolados primeiramente foram separados por géneros utilizando a
identificacdo morfolégica. Foram identificados 16 géneros e 0s mais
representativos foram Penicillium e Aspergillus com 63 e 55 isolados

respectivamente (Fig. 17).
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Fig. 17. Namero de isolados por género. NI-N&o Identificados
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O género Aspergillus apresentou maior abundancia relativa (AR) nas entre
moitas, enquanto o género Penicillium, maior AR nas moitas (Tabela 3). Além do
género Penicillium, os géneros Talaromyces, Paecilomyces, Pestalotiopsis e
Trichoderma também foram mais abundantes nas moitas. Pode-se observar que a
maioria dos géneros apresentou baixa abundancia relativa, ou seja, menor que 1

%, em ambos o0s pontos (Tabela 3).

Tabela 3 — Abundancia Relativa (AR) (niumero de UFC total de cada espécie/= Numero
de UFCs de todas as espécies x 100) dos géneros nos dois pontos amostrados (Moitas e
Entre Moitas)

Regibes Géneros AR (%)
Aspergillus 62.78
Penicillium 21.62

NI 2 6.20
Talaromyces 2.82
Fusarium 1.88
Neoscytalidium 0.94
Trichoderma 0.94
Entre Moita Clad(?sporium 0.94
Paecilomyces 0.38
NI 3 0.38
Pestalotiopsis 0.19
Exophiala 0.19
Cochliobolus 0.19
Acremonium 0.19
Nectria 0.19
Ceriporia 0.19
Penicillium 53.55
Aspergillus 13.98
Talaromyces 12.08
Paecilomyces 8.41
Pestalotiopsis 3.79
Gongronella 2.37
Trichoderma 142
Exophiala 1.18
Moita Neoscytalidium 0.71
NI 2 0.59
Fusarium 0.47
Cochliobolus 0.47
NI 1 0.36
Cladosporium 0.12
NI 3 0.12
Acremonium 0.12
Phaeoacremonium  0.12
NI4 0.12

NI — Né&o Identificado
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Variabilidade genética e identificagcdo das espécies

Com cada género foi realizado o estudo de variabilidade genética. Para os
géneros com maior numero de isolados - Penicilium e Aspergillus -, foram
utilizados os elementos BOX, ERIC e REP-PCR e BOX e ERIC-PCR
respectivamente (Fig. 18 e 19). Para os demais géneros o estudo foi realizado
apenas com o elemento BOX (Fig. 20). A maioria dos isolados de Aspergillus e
dos demais géneros nao foi amplificada com os elementos REP e ERIC-PCR, por
isso eles ndo foram utilizados nas analises para esses géneros.

A andlise dos dados gerados com os marcadores foi realizada juntamente
com a caracterizacdo morfolégica dos isolados, para identificar os grupos com
isolados geneticamente idénticos. Nos grupos dos isolados com padrdao de
bandas idénticas foi sequenciado apenas um isolado representante, utilizando a
regidao [B-tubulina para os géneros Penicillium, Aspergillus, Talaromyces e
Paecilomyces e a regido ITS para os demais géneros. NOS grupos que
apresentaram variacdo para os marcadores Rep-PCR, mesmo tendo identificado
morfologicamente como mesma espécie, todos isolados foram sequenciados (Fig.
18 e 19 B).

O sequenciamento realizado com os isolados que apresentaram variacao
nos marcadores confirmou que eles sdo da mesma espécie. Isso indica uma
variagdo intraespecifica como mostra os géis nas fig. 18 e 19

Os dados da analise do BLASTN dos isolados sequenciados estdo nas
tabelas 4, 5, 6, 7, 8. O nome de cada espécie esta ao lado direito de cada
dendrograma e as arvores filogenéticas no apéndice (apéndice 1-Penicillium
citrinum; apéndice 2-Penicillium guanacastense; apéndice 3- Penicillium
toxicarium; apéndice 4-Aspergillus flavipes; apéndice 5-Aspergillus brasiliensis;
apéndice 6-Aspergillus pseudodeflectus; apéndice 7-Aspergillus terreus e
neoindicus; apéndice 8-Talaromyces pinophilus e siamensis; apéndice 9-
Paecilomyces lilacinus; apéndice 10-Neoscytalidium dimidiatum; apéndice 11-
Gongronella butleri; apéndice 12-Nectria pseudocinnabarina; apéndice 13-
Exophiala spinifera; apéndice 14-Bipolaris geniculatus, sativus epapendorfii;
apéndice 15-Fusarium oxysporum e solani; apéndice 16-Cladosporium

oxysporum; apéndice 17-Trichoderma harzianum, atroviride, spirale e asperellum).
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As espécies Penicillium janthinelum, simplicissiumum e javanicum estdo na fig.
20.

Identificagao

BOX-PCR ERIC-PCR REP-PCR Morfolégica e Molecular

zer -] N I | -
sewy [N N
zseme -] [ N

d
S0EME [+5] F. janthinellum

83EMG P. toxicarium

351 [+1]
B VI T
S eEed e BN DN

9Ims [+1]°

O NN
44EMS +ai .

A4ENME [ ]._ - - P. restingae sp. nov.1
o 1+ U I

P. citrinum

P. macrosclerotiorim

25M3 [+2] P. simplicissimum
- S2M6 P. javanicum
19M2 [+Ef F. guanacastense
asms Fenicillium sp 3
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A B

Fig. 18 A-Dendrograma de similaridade dos isolados do género Penicillium por meio da
analise dos elementos BOX, ERIC e REP-PCR. O numero de isolados iguais esta
indicado entre colchetes e estes sdo listados a seguir: *26EM1, 58EM7, 67EM2, 67M7;
23M5, 67M6, 67EM8, 67EM4, 67M8, 67M1, 72M8, 77M8; ‘6EM5, 67EM3, 67M2, 73EMS,
79M7, 122EM1; “10EM3, 10EM?, 10EM8, 50EM8, 105M3; °35M6; '81M7, 84M2, 101M3,
18M5, 18M1, 18M2; 9109M1; "43M4; '43EM2, 43M1, 43EM4, 43M2, 66EM7, 128ML1;
14EM2, 7M7, 14M6, 44M8; *42M4, 106M3; '118M1, 118M2.B-Géis dos elementos
BOX,ERIC e REP-PCR mostrando a variabilidade intraespecifica somente dos isolados
com diversidade intra-especifica. Ao lado direito dos géis estdo as espécies identificadas
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por andlises morfoldgicas e moleculares e em destaque as provaveis espécies novas. O
agrupamento foi feito pelo método UPGMA e com o coeficiente de Jaccard.

Iaciad Identificagao
oo 00 o0egoe o BOX-PCR ERIC-PCR Morfologica e Molecular
= AN @ & 3 N & O = »
ar N -
oo [ |,
A. brasiliensis
e |
c
e oy [
2M8 [+3]°
[+3] A. tubingensis
103M3 A. aculeatus
(o
96EM3 [+2] A. pseudodeflectus
124EM2 A. neoindicus
aus o N I
q
meed g .
Aspergillus sp. 4
h perg P
== 0T T -
COESCT e
L_ k A. terreus
T T -
102M3 [ +2]| A. flavipes
A B

Fig. 19 A-Dendrograma de similaridade dos isolados do género Aspergillus por meio da
analise dos elementos BOX e ERIC-PCR. O numero de isolados iguais esta indicado
entre colchetes e esses listados a seguir: ®2M1; "2M4, 2EM4; 2EM5; “20M6, 20M3,
20M5;°3EM5, 96M4; "4EM5, 22M4, 63EM8, 121EM1; 9EM3, 33EM4, 33EM6, 27EMI,
57EM7, 63EMS3; h4EM7, 9EMY7, 9EM1, 22EM7, 74M8, 85EM3, 85EM6, 94M5, 99EM4,
111EM2, 123EM1; '22M3, 120M2, 126EM2; '1M4, 125EM2; “1EM3, 1EM1, 1EM2, 1M2;
'21M2, 21M3. B-Géis dos elementos BOX e ERIC-PCR mostrando a variabilidade
intraespecifica, nos isolados onde esta ocorre. Ao lado direito dos géis estdo as espécies
identificadas por analises morfolégicas e moleculares e em destaque as provaveis
espécies novas. O agrupamento foi feito pelo método UPGMA e com o coeficiente de
Jaccard.
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Fig. 20 Dendrograma de similaridade dos isolados dos demais géneros por meio da
andlise dos elementos BOX-PCR. O numero de isolados iguais esta indicado entre
colchetes e esses sdo listados a seguir: ®5EM1; 30M1; °32M5, 32M6; “41M4, 41M5,
41EM6, 41EM1, 70EM7; °104M3;'16EM2, 16M5, 16M6, 16EM6, 16M3, 16M4, 16M2,
78M8; 12EM1, 12M2, 12EM2; "36EMS5, 36M4; '11EM3, 76M8; '29M1, 29M2, 54MS5;
K54M6, 56EM1, 88M6; '37EM4; "SEM3, 8M6, 46M1, 46M3, 46M4, 48M5; "11EM7, 11EMS,
13EM1, 13EM3, 64EM7, 64EM6, 64EM8, 86EMS5. Ao lado direito do dendrograma estédo
as espécies identificadas por analises moleculares. O agrupamento foi feito pelo método

UPGMA e com o coeficiente de Jaccard.
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Um total de sete isolados foi identificado somente em nivel de género e
dentre esses, quatro sdo provaveis espécies novas, trés pertencentes ao género
Penicillium e uma ao género Aspergillus. Uma dessas espécies (Penicillium
restingae sp. nov.1) esta descrita no segundo capitulo desta dissertacao.

A arvore filogenética na fig. 21 A, mostra que Penicillium sp. 2 (provavel sp.
nov.) esta dentro da secdo Lanata-divaricata e forma um grupo separado
relacionado com as espécie P. penajorense e P. vanderhammenii. Na fig. 21 B, a
arvore filogenética com algumas espécies da secdo Fumigati, o grupo separado
da espécie Aspergillus sp. 4 (provavel sp.nov), mostra relacao filogenética com as
espécies Neosartorya udagawae e A. viridinutans. Com o Penicillium sp. 3
(provavel sp. nov.) nao foi realizada filogenia, pois de acordo com a analise do
BLASTN o isolado que apresentou maior similaridade (92 %) esta identificado
apenas em nivel de género, como mostrado na tabela 4.

Apenas quatro isolados ndo foram identificados morfologicamente porque
nao esporularam e com a analise do BLASTN né&o identificou nenhum género

relacionado a esses isolados (Tabela 8).
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Fig. 21 Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca inferida do alinhamento das
sequéncias do gene B tubulina construida no programa MEGA 5.2. A-Relacdo
filogenética de Penicillium sp. 2 (provavel sp. nov.) dentro da se¢é@o Lanata-divaricata. O
melhor modelo selecionado pelo programa foi 0 modelo Kimura 2-parametros (K2 + G).
Penicillium glabrum CBS 1255 foi utilizado como grupo externo. B-Relacgéo filogenética
do Aspergillus sp. 4 (provavel sp. nov.) dentro da se¢do Fumigati. O melhor modelo
selecionado pelo programa foi o modelo Kimura 2-parametros (K2 + 1). Aspergillus
clavatus CBS 513 foi utilizado como grupo externo.



55

Tabela 4 — Isolados do género Penicillium que estdo no dendrograma da figura 18
relacionados as espécies mais proximas que retornaram com o BLASTN e o0s respectivos
valores de cobertura (Cobert.) e maxima identidade (Max. Ident).

Espécies mais proximas com BLAST

Fragmento N°de Acesso Cobert. Max.
Isolados (pb) do GeneBank Referéncia do N° de Acesso (%) Ident (%) Secao
35ML 459 GU944545  P. Cftr!num CBS 139 45T 95 99
JN637993  P. citrinum KAS 2602 95 100 Citrina
49ENB 473 EU128576  P. citrinum 217P 95 100
EU128558 P. citrinum 139P 94 99
JAENB 428 JN625959  P. adametz!! KAS 3464 98 94
JN625961  P. adametzii KAS 3466 98 93
436 451 JIN625959  P. adametz!! KAS 3464 95 93
JN625961  P. adametzii KAS 3466 95 93 .
. Sclerotiora
JNG625959  P. adametzii KAS 3464 97 93
TEM2 427 N
JN625961  P. adametzii KAS 3466 97 93
19M2 419 JN625968  P. guanacastense DAOM 239913 98 99
JN625967  P. guanacastense DAOM 239912T 98 99
25MB 474 DQ486650 P. simplicissimum CBS 372 48NT 100 92
GU981631  P. simplicissimum CBS 328 59 98 99
EF123659 P. janthinellum IBT 13051 99 99
SOEMG 464 GU981625  P. janthinellum CBS 340 48NT 97 99
5M6 510 GU981657 P. javanicum CBS 341 48T 92 98
GU981658 P. javanicum CBS 349 51 92 98
67EM7 504 GuU981643 P. penaro!ense CBS 113144 92 91
GU981644  P. penarojense CBS 113132 92 91 Lanata-divaricat
- 55 GU981643  P. penarojense CBS 113144 88 gp ~ ~anala-dvarcaa
GU981644  P. penarojense CBS 113132 88 91
GU981643  P. penarojense CBS 113144 88 91
23EM7 545 GU981644  P. penarojense CBS 113132 88 91
GU981643  P. penarojense CBS 113144 91 91
23EMB 529 GU981644  P. penarojense CBS 113132 91 91
GU981643  P. penarojense CBS 113144 97 92
69EM7 473 GU981644  P. penarojense CBS 113132 97 92
93M5 415 AB530460 P. macrosclerotiorum CBS 116871T 99 96 Gracilenta
EF198616 P. toxicarium NRRL 35655 96 99 I
83EMG 424 EF198614 P. toxicarium NRRL 31271 96 99 Exlicaulis
JQ973898  Penicillium sp. GT22 96 92
95M5 454 JQ973897  Penicillum sp. GT11 96 92

- Isolados sequenciados com a regido {3 tubulina.
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Tabela 5 — Isolados do género Aspergillus que estdo no dendrograma da figura 19
relacionados as espécies mais préximas que retornaram com o BLASTh e os respectivos
valores de cobertura (Cobert.) e maxima identidade (Max. Ident).

Espécies mais préoximas com BLAST

Fragmento N°de Acesso do Cobert. Max.
Isolados (pb) GeneBank Referéncia do N° de Acesso (%) Ident (%) Secédo
EF669519 A. terreus NRRL 255T 97 97
1EM4 523 FJ491709 A. terreus IBT 6271 99 99
FJ491706 A. terreus NRRL 274 99 99
JX501417 A. terreus A1S2 D18 100 99 .
1EMS 511 FJ491706 A. terreus NRRL 274 99 99 Terrel
EF669531 A. allahabadii NRRL 4539T 96 95
124EM2 511 FJ491716 A. nivea CBS 115 27T 96 95
FJ491723 A. carneus CBS 494 65T 96 95
EU014084 A. flavipes NRRL 5504T 96 95 .
102M3 527 EU014082 A. flavipes NRRL 4578 96 99 Flavipedes
96EM3 427 EF591732 A. pseudodeflectus CBS 596 65 99 99 Usti
DQ534153 A. viridinutans IMI367415 97 95
22EM3 517 EF661252 A. viridinutans NRRL 4365 97 95
9EM2 522 DQ534153 A. v?r!d!nutans IMI367415 96 96
EF661252 A. viridinutans NRRL 4365 96 96 Fumioati
AN 521 DQ534153 A. viridinutans IMI367415 97 96 g
EF661252 A. viridinutans NRRL 4365 97 96
DQ534153 A. viridinutans IMI367415 97 96
63EM7 523 EF661252 A. viridinutans NRRL 4365 97 96
AM295186 A. brasiliensis IMI 381727 98 98
2m7 518 HQ632660 A. brasiliensis IHEM5185 100 99
AY820006 A. brasiliensis CBS 101740 98 98
SEM2 537 AM295184 A. bras!l!ens!s ITEM 4544 95 99
AM295183 A. brasiliensis ITEM 4540 95 99
2EMB 512 HQ632660 A. brasiliensis IHEM5185 100 99
AM295184 A. brasiliensis ITEM 4544 100 99 Nigri
SEML 505 AM295184 A. brasiliensis ITEM 4544 99 100
AM295183 A. brasiliensis ITEM 4540 99 99
M8 510 FJ629305 A. tubingensis CBS 134 48T 82 100
JX463330 A. tubingensis A2S1 D60 99 99
HE577806 A. aculeatus CBS 172 66T 98 96
103M3 500 JX545070 A. aculeatus A2S3 D3 98 99

- Isolados sequenciados com a regido {3 tubulina.

Tabela 6 — Isolados que estdo no dendrograma da figura 20 relacionados as espécies
mais préximas que retornaram com o BLASTn e os respectivos valores de cobertura
(Cobert.) e maxima identidade (Max. ldent).

Espécies mais préximas com BLAST

Fragmento N°de Acesso Cobert. Max.
Isolados (pb) do GeneBank Referéncia do N° de Acesso (%) Ident (%)
56M6 417 AY753379  Talaromyces pinophilus BCC 14374 99 99
54M1 435 JX091379 Talaromyces siamensis CBS 475 88 90 99
16M1. 303 GU980007 Paecilomyces lilacinus NRRL22958 92 98
GU980008 Paecilomyces lilacinus IBT27036 92 98

- Isolados sequenciados com a regido 8 tubulina.
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Tabela 7 — Isolados que estdo no dendrograma da figura 20 relacionados as espécies
mais préximas que retornaram com o BLASTn e os respectivos valores de cobertura
(Cobert.) e maxima identidade (Max. Ident).

Espécies mais proximas com BLAST

Fragmento N°de Acesso Cobert. Max.
Isolados (pb) do GeneBank Referéncia do N°de Acesso (%) Ident (%)
JX305703 Pestalotiopsis mangiferae FA02Pm 99 99
48M1. 490 JX875596 Pestalotiops?s cla\{ispora 5 99 99
JF501649  Pestalotiopsis malicola NK101 99 99
JN943631  Pestalotiopsis foedans 3.9144 99 99
Z1EM7 449 JN592511  Cladosporium cladosporioides F28b 99 99
EU759979  Cladosporium oxysporum IFM 56397 99 99
39M1 654 JN943049  Gongronella butleri CBS 969 73 95 98
JN206286  Gongronella butleri CBS 179 28 95 98
KF274670 Fusarium solani KSA13-01 98 99
100M3 524 JQ910159  Fusarium solani Cc 149 98 99
98EMA 444 GQ856367 Fusar?um oxysporum 69 98 99
JX406553  Fusarium oxysporum CSS11721 99 99
61EMS 533 JX473739  Neoscytalidium dimidiatum BWH-TS1 99 100
HQ439174 Neoscytalidium dimidiatum Nd3 99 100
40MA 470 KC445294  Exophiala spinifera R68E3 99 99
AY156960 Exophiala spinifera CBS 269 28 99 99
5M6 586 HM439634  Trichoderma asperellum 1ARI 88 99
KC561056 Trichoderma asperellum CEN162 87 99
5M5 557 EF113590 Hypocrea lixii CBS 115337 97 99
JF502439  Trichoderma atroviride 1-24 97 99
5EMS 592 KC576660 Trichoderma harzianum CEN230 97 99
KC561063 Trichoderma harzianum CEN284 95 99
107ML 551 JF439515 Trichoderma spirale F28 98 99
EU871034 Trichoderma spirale TU Graz 11TSM4 98 99
39M4 505 JQ936205 Cochliobolus sat?vus C20 99 99
JQ936103 Cochliobolus sativus M8 2 99 99
60EMS 561 HE861840 Cochliobolus geniculatus UTHSC 09 3005 91 100
HE861839 Cochliobolus geniculatus UTHSC 07 3111 91 100
KC592365 Bipolaris papendorfii AH-01 92 98
104EM2 585 JN943415  Cochliobolus geniculatus NBRC 7406 92 98
HQ607884 Acremonium sp. ATT196 96 99
116M2 476 HQ607846 Acremonium sp. ATT126 96 99

- Isolados sequenciados com a regido ITS.



58

Tabela 8 — Isolados que estdo no dendrograma da figura 20 relacionados as espécies
mais préximas que retornaram com o BLASTN e os respectivos valores de cobertura
(Cobert.) e maxima identidade (Max. Ident). Isolados que nao esporularam.

Espécies mais préximas com BLAST

Fragmento N°de Acesso Cobert.  Max.

Isolados (pb) do GeneBank Referéncia do N°de Acesso (%) Ident (%)
127M1 314 JN828794  Phaeoacremonium sp. E8828b 97 99
112EMR 536 JX082392  Nectria pseudocinnabarina BRFM 1288 924 99
HM484553  Nectria pseudocinnabarina A.R. 4548 95 99
65EM8 608 HM012818  Ceriporia sp. MA201 99 99
24M3 (NI 1) 525 HM116750 Pleosporales sp. ICMP 17118 99 92
64EMS5 (NI 2) 521 FJ612677  Fungal sp. ARIZ B590 96 91
36EMS8 (NI 3) 473 KC113291  Fungal sp. PKU F10 99 96
GQ996139  Fungal sp. mh3955 5 93 91

129ML(NI4) 430 AY699678 _ Fungal sp. R46 92 oL

- Isolados sequenciados com a regido ITS. NI — Nao Identificado

Ao observar as espécies que ocorreram apenas em um ou no outro ponto
de coleta (moitas e entre-moitas), 0 nUmero de espécies apenas nas moitas foi
maior (39,53 %) comparado as que ocorreram apenas nas entre moitas (13,95 %)
(Tabela 9). As provaveis espécies novas estao entre as mais frequentes, inclusive

a descrita no capitulo 2, como mostra a tabela 9.



59

Tabela 9. Espécies que ocorreram em ambos os pontos (Moitas e Entre Moitas), espécies que ocorreram apenas nas Moitas e espécies que
ocorreram apenas nas Entre Moitas com os respectivos valores de Frequéncia Absoluta (FA) (nUmero de vezes que cada espécie ocorreu nas
nos locais amostrados), Frequéncia de Ocorréncia (FO %) (numero de locais que as espécies foram encontrados / £ de locais amostrados x
100) e a Classe de Frequéncia de Ocorréncia.

Espeuele\(/)lci)tgae Entre FA (I;/E)) Clﬁése Espécies Moita FA (Iz/?) Clliése Espécies Entre Moita FA (IE/E)) Clliése
Penicillium citrinum 9 56.25 F Penicillium guanacastense 3 37.50 PF  |Penicillium toxicarium 1 1250 PF
Penicillium restingae sp. nov.1 15 93.75 MF  |Penicillium simplicissimum 3 37.50 PF  |Aspregillus nivea 1 1250 PF
Penicillium janthinellum 7 4375 F Penicillium javanicum 1 1250 PF [Trichoderma harzianum 2 25.00 PF
Penicillium sp. 2 nov 16 100.00 MF |Penicilllum macrosclerotiorum 2 25.00 PF [Bipolaris geniculatus 1 1250 PF
Aspergillus terreus 11 68.75 F Penicillium sp. 3 nov 1 1250 PF [Nectria pseudocinnabarina 1 1250 PF
Aspergillus pseudodeflectus 4 25.00 PF |Aspergillus flavipes 2 25.00 PF |Ceriporia sp. 1 1250 PF
Aspergillus sp.4 nov 14 87.50 MF  |Aspergillus tubingensis 4 50.00 F
Aspergillus brasiliensis 12 75.00 MF  |Aspergillus aculeatus 1 1250 PF
Talaromyces pinophilus 2 1250 PF |Gongronella butleri 4 50.00 F
Talaromyces siamensis 7 4375 F Fusarium solani 1 1250 PF
Paecilomyces lilacinus 10 62.50 F Trichoderma asperellum 1 1250 PF
Pestalotiopsis sp. 8 50.00 F Trichoderma atroviride 1 1250 PF
Cladosporium oxysporum 3 18.75 PF |Bipolaris sativus 2 25.00 PF
Fusarium oxysporum 5 3125 PF |Bipolaris papendorfii 1 1250 PF
Neoscytalidium dimidiatum 6 37.50 PF |Phaeoacremonium sp. 1 1250 PF
Exophiala spinifera 4 25.00 PF (NIl 2 25.00 PF
Trichoderma spirale 2 1250 PF [NI4 1 1250 PF
Acremonium sp. 2 1250 PF
NI 2 12 75.00 MF
NI 3 3 18.75 PF

Classe de Frequéncia de Ocorréncia (FO): FO=70 % - Muito Frequente (MF); 40 %<FO<70 % - Frequente (F); 10 %<F0O<40 % - Pouco Frequente (PF) e
FO<10 % Esporéadica (E). Frequéncia de Ocorréncia nas Moitas e Entre Moitas n=16, apenas nas Moitas n=8 e apenas nas Entre Moitas n=8.
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Caracteristicas fisioldgicas da micobiota celulolitica: Taxa de crescimento e

atividade celulolitica

A média da taxa de crescimento das espécies encontrada apenas nas moitas
(9,65 mm/dia) ndo foi significativamente maior do que aquelas que ocorreram
apenas nas entre moitas (9,06 mm/dia) (Fig. 22 B e C). A maioria das espécies que
ocorreu em ambas regifes e apenas nas entre moitas (Fig. 22 A e C) apresentaram
taxa de crescimento baixa, crescendo menos de 10 mm/dia. J4 as espécies que
ocorreram apenas nas regides de moita, 50 % apresentaram taxa de crescimento
menor que 10 mm/dia e 50 % taxa de crescimento acima de 10 mm/dia.

Espécies que apresentaram taxas de crescimento maior que 20 mm/dia,

pertencem a géneros que sao conhecidos por crescerem rapido como Trichoderma

e Fusarium.
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Fig. 22 Taxa de crescimento (mm/dia) das espécies por ponto de coleta de amostras no
meio de celulose microcristalina a 28 °C. A-Espécies que ocorreram nhas moitas e entre
moitas. B-Espécies que ocorreram apenas nas moitas. C-Espécies que ocorreram apenas
nas entre moitas.

Foi realizada a quantificacdo da atividade enzimatica CMCase e FPase de
todas as espécies (Fig. 23). Entre as espécies que ocorreram em ambas regides, as
espécies N. dimidiatum e A. pseudodeflectus apresentaram a maior atividade de
CMCase e a maior atividade FPase foi observada para as espécies A.
pseudodeflectus e Trichoderma spirale (Fig. 23 A e B). Das espécies que ocorreram
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apenas nas moitas, o P. guanacastense se destacou com uma alta atividade de
CMCase e FPase, enquanto nas entre moitas T. harzianum obteve a maior atividade
dessas duas enzimas (Fig. 23 B e C).

De maneira geral, a maioria dessas espécies teve uma atividade de CMCase e
FPase baixa. Existiu correlacdo moderada e positiva entre a atividade de CMCase e
FPase (P=0,0001).
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Fig. 23 Atividade enzimatica (U/mL) de CMCase e FPase das espécies por ponto de coleta
amostrado. Os valores apresentados correspondem ao maior valor de atividade encontrado
em experimentos com duracéo de seis dias em meio de sais minerais com 2,4 g de papel
filtro a 150 rpm/28 °C. A-Espécies que ocorreram nas moitas e entre moitas. B-Espécies
gue ocorreram apenas nas moitas. C-Espécies que ocorreram apenas nas entre moitas.

A quantificacdo das proteinas totais foi realizada juntamente com a atividade
enzimatica para analisar se existia correlacdo entre a atividade enzimética e a
quantidade de proteinas totais liberadas. Houve correlagédo fraca e positiva entre a
quantidade de proteinas totais e a atividade de FPase (p=0,013), mas ndao com a
atividade de CMCase. Nao houve diferenca significativa entre as médias das
quantidades de proteinas totais produzidas pelas espécies de cada ponto de coleta
amostrado (Fig. 24).
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Fig. 24 Quantificacdo de Proteinas Totais (mg/g de papel) das espécies por ponto de coleta
amostrados. Os valores apresentados correspondem ao maior valor da quantidade de
proteina total encontrado em experimentos com duracdo de seis dias em meio de sais
minerais com 2,4 g de papel filtro a 150 rpm/28 °C. A-Espécies que ocorreram nas moitas e
entre moitas. B-Espécies que ocorreram apenas nas moitas. C-Espécies que ocorreram
apenas nas entre moitas.

Discussao

Composicéo da micobiota celulolitica das moitas e entre moitas

Esse trabalho € o primeiro registro destas espécies neste ecossistema no
Brasil e o primeiro estudo sistemético sobre fungos filamentosos celuloliticos de
restinga.

Ao comparar o numero de isolados, espécies e de géneros encontrados nesse
estudo com outros trabalhos sobre comunidade, os 190 isolados distribuidos em 43
espécies e 16 géneros, foram considerados numeros representativos, por ser um
estudo de uma comunidade de fungos especifica, os fungos celuloliticos (Ver
abaixo). No trabalho de Taylor (2011) sobre comunidade de fungos filamentosos do
solo de uma caverna turistica, foram obtidas 7.718 isolados, 81 espécies e 18
géneros, dentre esses, sete também foram encontrados no presente estudo
(Acremonium, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium e

Trichoderma). Uma questdo relevante sobre esses dados €& como essas
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comunidades foram acessadas. Taylor (2011) realizou coletas de amostras de solo
em 15 pontos no més de marco e no més de setembro. Como esse trabalho nao foi
com comunidade especifica, com poucas coletas foi possivel obter um numero
elevado de isolados.

No presente trabalho, além das duas amostragens em cada regido, com cada
amostra de solo foram realizados isolamentos até que apenas 20 % dos fungos
obtidos em um novo isolamento, ndo tivessem sido isolados previamente, ou seja,
teria sido feita uma amostragem de pelo menos 80 % dos fungos daquela amostra.
Desse modo, foi necessério um esforco amostral maior para acessar de maneira
representativa essa comunidade especifica. Isso pode justificar o fato de ter sido
encontrada esse nimero de espécies.

A baixa similaridade observada entre as micobiotas das moitas e das entre
moitas indica que estas comunidades s&o heterogéneas na sua composicéo e,
consequentemente, possuem alta diversidade (3, ou seja, elevada diversidade entre
0os pontos de coleta. Esta informacdo indica que a comunidade de fungos
celuloliticos da Formag&o Arbustiva Aberta da APA de Guaibim pode sofrer grande
perda de diversidade devido a ac¢bes antropogénicas, mesmo que estas sejam
localizadas em pequenas areas desta formacao vegetacional.

Portanto, as informacBes sobre a estrutura e composicdo da micobiota
produzidas neste trabalho poderdo ser Uteis na definicdo da estratégia de
conservacdo desta Formacdo floristica, levando também em consideracdo a
comunidade microbiana do solo que, em geral, é negligenciada nestas situacoes.

Os géneros Penicillium e Aspergillus foram os mais abundantes nas moitas e
nas entre moitas (Tabela 3) e os que apresentaram maior nimero de espécies (Fig.
17). Esses géneros também foram os mais representativos no trabalho de Taylor
(2011). Eles séo considerados alguns dos mais diversos no solo (Christensen et al.
2000).

Penicillium foi o género mais abundante nas moitas (Tabela 3). Este género foi
descrito em 1809 na Alemanha, pertence ao filo Ascomycota, a ordem Eurotiales, e
a familia Trichomaceae (Index Fungorum, 2010). Além do solo, esse fungo também
pode ser encontrado em restos vegetais e no ar. Algumas espécies desse género
sdo consideradas fitopatdégenos fracos atacando 6rgaos de reserva, como sementes
e frutos (Bergamin Filho et al. 1995). Alguns produzem micotoxinas que quando

ingeridas provocam sérios danos em animais e no homem, além de ter relevancia
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para a producdo de enzimas, como as celulases e producdo de metabdlitos
secundarios a exemplo da penicilina (Beguin e Aubert 1994).

Ao contrario do género Penicillium, o género Aspergillus foi mais abundante
nas entre moitas (Tabela 3), regido mais exposta a insolacdo devido pouca
cobertura vegetal. Essa maior abundancia pode ser justificada pelo fato de espécies
desse género serem frequentemente encontradas em regides quentes (Domsch et
al. 1993). Mas, para Klich et al. (2002) ndo € apenas a elevada temperatura que
influencia na ampla distribuicdo desse género, fatores como disponibilidade de agua
e nutriente, bem como competicdo podem influenciar.

O género Aspergillus foi descrito em 1729 pelo padre e bidlogo Pietro Antdnio
Micheli, que observando o fungo no microscépio, lembrou-se da forma de um
aspergillum (borrifador de agua santa), e nomeou a espécie de acordo com o objeto
(Caixeta 2010). Aspergillus pertence ao filo Ascomycota, e a familia
Trichocomaceae. Algumas espécies desse género produzem micotoxinas, sendo
alguns desses compostos, agentes cancerigenos a humanos e animais.

O género Trichoderma apresentou maior abundancia nas moitas (Tabela 3),
essa regido € constituida por uma maior cobertura vegetal e consequentemente
existe pouca competicdo entre os isolados por nutrientes. A maior disponibilidade de
nutrientes pode justificar essa abundéancia. Este género, descrito no inicio do século
19 (por volta de 1865, pelos irmaos Tulasne), pertence ao Filo Ascomycota, e a
familia Hypocreaceae ele estd amplamente distribuido, e é constituido por fungos
saprofiticos com capacidade de parasitar outros fungos, inclusive fitopatégenos.
Devido a estas caracteristicas as espécies do género Trichoderma sao amplamente
utilizadas no controle biologico de muitos fungos fitopatogénicos (Melo 1996).

Paecilomyces, assim como os géneros Talaromyces e Pestalotiopsis também
apresentaram maior abundancia nas moitas (Tabela 3). O género Paecilomyces foi
descrito pela primeira vez por Bainier (1907), pertence ao filo Ascomycota, ordem
Eurotiales e Familia Trichocomaceae. (Domsch et al. 1993). Espécies desse género
habitam o solo e plantas em decomposicdo. Algumas espécies sao parasitas
facultativos de ovos de alguns nematoides, é usado no controle de pragas. Algumas
espécies também podem provocar doenca em humanos (Cadioli et al. 2007).

Os géneros Fusarium e Neoscytalidium foram mais abundantes nas entre
moitas (Tabela 3). Espécies do género Fusarium sdo encontradas no solo ou
associados a espécies vegetais. Decompdem matéria organica do solo e podem

causar doencas em diferentes espécies vegetais (Martins 2005).
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O género Neoscytalidium pertence ao filo Ascomycota, a familia
Botryosphaeriaceae, vive em raizes de determinadas plantas como Pinus e
Platanus, principalmente. Ainda ndo é considerado como agente patogénico, sem
afasta-lo, todavia, como agente emergente, capaz de provocar lesdes fungicas
oportunisticas (Lacaz 1999).

Os géneros identificados neste trabalho séo considerados habitantes comuns
do solo, ocorrendo em solos arenosos, de florestas, campos e areas cultivadas
(Domsch et al. 1993).

A maioria (62,5 %) dos géneros apresentou apenas uma espécie e 37,5 %
apresentou mais de uma. Cerca de 32,4 % das espécies apresentaram apenas um
isolado (Tabela 9). E interessante ressaltar que, apesar do esforco amostral, esses
resultados enfatizam a baixa frequéncia de ocorréncia de algumas dessas espécies
da comunidade celulolitica. Esses resultados podem ser utilizados como argumento
para preservar melhor esse ecossistema, evitando a perda da diversidade e de

espécies com potencial biotecnologico.

Variabilidade genética

Os trés marcadores ERIC, REP e BOX-PCR, utilizados juntos foram
apropriados para analisar a variabilidade intra e interespecifica dos isolados do
género Penicillium, caracteristica também observada por Redondo et al. (2009).
Para o género Aspergillus foram utilizados apenas o BOX e o ERIC-PCR para
mostrar a variabilidade, mas os marcadores REP-PCR ndo amplificaram para a
maioria dos isolados. O mesmo aconteceu com o0s demais géneros para OS
marcadores REP e ERIC-PCR. Apesar de ter sido observada uma variabilidade
intraespecifica relativamente alta (até 50% de similaridade) para algumas das
espécies estudadas (Fig. 18 e 19), os marcadores rep-PCR sempre as mantiveram

no mesmo grupo, correspondendo a classificacdo morfoldgica.
Caracteristicas fisiolégicas da micobiota celulolitica
Os valores de atividade enzimatica CMCase e FPase na fig. 23, mostraram

gue a micobiota celulolitica de ambas regides € composta predominantemente por
fungos com atividade celulolitica baixa, independente da regido analisada. Nao foi
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observada correlacdo entre a taxa de crescimento e a atividade celulolitica das
espécies.

A maioria das espécies encontradas: P. guanacastense, P. toxicarium, P.
macroesclerotiorum, A. flavipes, A. pseudodeflectus, T. pinophilus, T. siamensis, P.
lilacinus, G. butleri, E. spinifera, N. dimidiatum, B. sativus, B. geniculatus, B.
papendorfii, T. spirale, N. pseudocinnabarina; nunca foi citada como produtora da
enzima celulase em outros estudos. Dentre estas, as espécies N. dimidiatum, A.
pseudodeflectus e P. guanacastense, foram as que apresentaram a maior atividade
de CMCase (Fig. 23 A e B). Apesar de algumas espécies de Trichoderma serem
mais estudadas quanto a producdo de celulases (Andrade et al. 2011), algumas
espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium também tém sido citadas como boas
produtoras destas enzimas (Castillo et al. 1994; Kim et al. 1997). O género
Penicillium, representado por maior nimero de espécies nesse trabalho, tem sido
constantemente utilizado para a producdo de enzimas em varios setores industriais
(Carvalho et al. 1992; Teixeira 1994).

Consideracfes Finais

Nesse trabalho foram encontradas 4 provaveis espécies novas, 3 de
Penicilium e uma de Aspergillus. Além disso, os fungos celuloliticos foram
quantificados, identificados ao nivel de espécie e caracterizados quanto a producéo
de celulases. Portanto, o trabalho representa a primeira contribuicdo para o
conhecimento dos fungos celuloliticos da restinga.

As restingas podem ser consideradas como um remanescente de espécies
relictuais, ou seja, que existiam em ambiente adjacente, como Mata Atlantica e que
nao existe mais. Talvez por isso, foram encontradas mais de 10 % de espécies que
sdo provavelmente novas ou que foram descritas recentemente. Esses podem ser
alguns argumentos para preservar esse ecossistema, que infelizmente € um dos

ecossistemas brasileiros com maior agao antropogénica.
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Description of Penicillium restingae sp. nov.
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Submetido a revista Persoonia
Molecular phylogeny and evolution of fungi
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Peniclllium restingae

Colour illustration. sandbanks ecosystem; colonies growing on CYA, MEA and G25N;
conidiophores with conidia. Scale bars = 10 um.
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Etymology. Related to the sandbanks ecosystem, where this species was
isolated from.

Microscopic characteristics — Conidiophores strictly monoverticillate. Stipes
smooth walled, 10-22 (—39) x 1-2 (-3) ym. Vesicle 2-9 (-12) x 2—6 ym. Phialides
ampulliform, 4—6 x 1.2-2 (—4) ym. Conidia with walls finely roughened, spheroidal, 1—
2 um. Sclerotia not observed.

Culture characteristics — (in the dark, colony diam after 7 days in mm):
Colonies on Czapek yeast extract agar (CYA) 25 °C 18-27, plane or umbonate,
radially and concentrically sulcate or wrinkled, low to moderately deep, mycelia white,
texture velutinous to lightly floccose, sporulation light to moderate, pale grey to
greenish grey, exudate clear to almost yellowish brown, reddish brown soluble
pigment occasionally produced, reverse typically pale, less commonly yellow or
reddish brown. CYA 37 °C 23-33, colony size was the only difference observed for
these two temperatures. CYA 5 °C no growth. Colonies on malt extract agar (MEA)
25 °C 16-23, usually umbonate, in some isolate is plane, mycelia white, texture
floccose, sporulation light to moderate, white to pale grey, exudate absent, soluble
pigment absent, reverse yellow pale to gray pale. Colonies on 25 % glycerol nitrate
agar (G25N) 25 °C 9-18, plane, mycelia white, texture floccose or less commonly
velutinous, reverse pale.

Typus: Brazil, Bahia, soil on the sandbanks of Guaibim, Jan. 2011, seven
isolates coll. by J. P. Andrade; culture ex-type URM 7075; ITS sequence GenBank
KF803355, BTUB sequence GenBank KF803349, CMD sequence GenBank
KF803352, MycoBank 807051.

Notes — This new species was isolated from soil sandbanks ecosystem in the
Brazil. Comparison of ITS, BTUB and CMD sequence data to sequences in GenBank
and subsequent phylogenetic analyses based on species (VISAGIE et al. 2013),
suggest that the present species is distinct and closely related to P. adametzii, but
morphologically P. restingae is similar to P. restrictum (PITT, 1985). Penicillium
restingae differs from P. adametzii by colony size MEA 25 °C, CYA 37 °C and stipe
size.

Phylogenetic analysis — A maximum likelihood tree based on ITS, B-tubulin
and calmodulin nucleotide sequences shows that this species belongs to the section
Sclerotiora and is closely related to P. adametzii (Fig. 1).
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80 P. adametzioides CBS 31359
P. bilaiae NRRL 3391

P. jugoslavicum CBS 19287

P. brocae CBS 116113’

P. arianeae CBS 134559

|: P. lilacinoechinulatum CBS 45493
97 P. amaliae CBS 134209"
—— P. adametzii CBS 20928

- URM 7072
1—00‘ URM 7070 | P. restingae sp. nov.
URM 7075

P. multicolor CBS 50173'

S |
0.05

Fig. 1 Maximum likelihood tree based on ITS, B-tubulin and calmodulin nucleotide
sequences showing the relationship of species in the section Sclerotiora. Trees inferred
using the software MEGA 5.2. P. multicolor (CBS 501.73") were chosen as outgroups.
Bootstrap values above 80 % are presented at nodes. (T= ex-type). Bold numbers indicate
strains that belong to the new species.
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CONSIDERACOES GERAIS

Os fungos sdo o grupo de eucariotos dos quais se conhece apenas 5 %, de
uma diversidade estimada em 5,1 milhfes. Isso se confirma nessa amostragem,
onde foram encontradas quatro provaveis espécies novas e algumas espécies que
haviam sido descritas recentemente.

As restingas podem ser consideradas como um remanescente de espécies
relictuais, ou seja, que existiam em ambiente adjacente, como Mata Atlantica e que
nao existe mais. Talvez por isso, foram encontradas mais de 10 % de espécies que
sdo provavelmente novas ou que foram descritas recentemente. Esses podem ser
alguns argumentos para preservar esse ecossistema, que infelizmente é um dos
ecossistemas brasileiros com maior acdo antropogénica.

Os resultados desse trabalho enfatizam a diversidade de uma comunidade
especifica, os fungos filamentosos degradadores de celulose, que foram obtidos por
uma intensa amostragem. O numero de géneros e espécies encontrados foi
relativamente baixo para os fungos celuloliticos, mas a diversidade total de fungos
ainda nao foi determinada para esse ecossistema.

Nesse trabalho foram encontradas 4 provaveis espécies novas, 3 de
Penicillium (P. restingae esta sendo descrito no capitulo 2) e uma de Aspergillus.
Além disso, os fungos celuloliticos foram quantificados, identificados ao nivel de
espécie e caracterizados quando a producdo de celulases. Portanto, o trabalho
representa a primeira contribuicdo para o conhecimento dos fungos celuloliticos da
restinga.
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Apéndice 1. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o
modelo Kimura 2-parametros (K2 + G) mostrando as relagdes entre os isolados 49EM6 e
35M6 e a espécie P. citrinum. O P. corylophilum foi utilizado como grupo externo.
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Apéndice 2. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o

modelo Kimura 2-paradmetros (K2 + G) mostrando a relacdo entre os isolados 19M2 e a
espécie P. guanacastense. O P. multicolor foi utilizado como grupo externo.
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Apéndice 3. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o
modelo Kimura 2-parametros (K2 + 1) mostrando as rela¢des entre o isolado 83EM6 e a
espécie P. toxicarium. O P. vinaceum foi utilizado como grupo externo.
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Apéndice 4. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o

modelo Kimura 2-paradmetros (K2 + I) mostrando as relagfes entre o isolado 102M3 e a
espécie A. flavipes.



g7, 12M7 83

52EM2

82EM3
22| 92EMA

3Aspergillus brasiliensis IHEM
93 || 6Aspergillus brasiliensis ITEM
TAspergillus brasiliensis ITEM
2Aspergillus brasiliensis IMI
6 ' 4Aspergillus brasiliensis CBS
1320M3
12Aspergillus tubingensis A251
102M8
35Aspergillus vadensis CBS 113
22Aspergillus costaricaensis C
17Aspergillus acidus CBS 56465
32Aspergillus piperis CBS 1128
31Aspergillus niger CBS 55465T
92EQAspergHJ'us lacticoffeatus C

20Aspergillus carbonarius CBS

93— 34Aspergillus sclerotioniger C
27Aspergillus homomorphus CBS

pm 15Aspergillus aculeatus CBS 17
499(1 4103M3
— 16Aspergillus aculeatus A2S83 D
25Aspergillus heteromorphus CB
E|_— 23Aspergillus ellipticus CBS 7

28Aspergillus japonicus CBS 11

73

a8

0.05

Apéndice 5. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicAo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o
modelo Kimura 2-pardmetros (K2 + G + |) mostrando as relagcfes entre os isolados 2M7,
2EM2, 2EM3 E 2EML1 e a espécie A. brasiliensis, 20M3, 2M8 e a espécies A. tubingensis,
103M3 e a espécie A. aculeatus.
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Apéndice 6. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o
modelo Kimura 2-parametros (K2 + G) mostrando as relagdes entre os isolados 96EM3 e
3EM5 com a espécie A. pseudodeflectus.
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Apéndice 7. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicAo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o
modelo Kimura 2-parametros (K2 + I) mostrando a relacéo entre os isolados 1EM4 e 1EM5
com a espécie A. terreus e 124EM2 com a espécie A. neoindicus.
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Apéndice 8. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o
modelo Kimura 2-parametros (K2 + G) mostrando a relacdo entre os isolados 56M6 e 88M6
com a espécie T. pinophilus e 54M1 e a espécie T. siamensis.
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93

¢

22Paecilomyces penicillatus CB

—_
01

Apéndice 9. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o

modelo Kimura 2-parametros (K2 + G) mostrando a relagdo entre o isolado 16M1 com a
espécie P. lilacinus.

SNeoscytalidium dimidiatum 185

a0 | 3Meoscytalidium dimidiatum Nd3
161EM8

2Neoscytalidium dimidiatum BWH
11Neoscytalidium novaehollandi
100 pa | 17 Neoscytalidium novaehollandi
12Scytalidium hyalinum ATCC 38
13Neoscytalidium dimidiatum DI

™ 14Neoscytalidium dimidiatum DI
16Neoscytalidium dimidiatum CI
—— 9Botryosphaeria mamane 97 58

0 = —— 6Botryosphaeria corticis ATCC
7Botryosphaeria dothidea 97 94
8Botryosphaeria dothidea CMWB80
21Dothidotthia sarmentorum IM/I

P E 18Neofusicoccum australis CMW6
g3

E5

1an

19Neofusicoccum ribis 96 187
33 L 20Neofusicoccum parvum CMW9081
22Guignardiasp MUCC685

0.05

Apéndice 10. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene { tubulina.
O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o

modelo Kimura 2-parametros (T92 + |) mostrando a relagdo entre o isolado 61EM8 e a
espécie N. dimidiatum.
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571 86Cunninghamella phaeospora CES
9Cunninghamella blakesleeana C
11Cunninghameilla homothallica
/Cunninghamella elegans CBS 16
10Cunninghamella bertholletiae
6Cunninghamella binariae CBS 1
12Cunninghamella clavata CBS 1
17Cunninghamella intermedia CB
15Cunninghamella vesiculosa CB
16Circinella lacrymispora CBS
; 3Gongronella butleri CBS 179 2
00| I 18Gongronella butleri CBS 216
gq | 132M1
0 43206
2Gongronella butleri CBS 9689 7
19Thermomucor indicae seudatic

52

85

o

—
02

Apéndice 11. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicAo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o

modelo Kimura 2-parametros (GTR + G) mostrando a relacéo entre o isolado 32M1 e 32M6
e a espécie G. butleri.

741 2Nectra pseudocinnabarina BRF
100 -I 3Nectria pseudocinnabarina AR

_ 3] L 1112EM?2

9Nectria balansae AR 4446
E1 8Nectria antarctica AR 2767

| /Nectria cinnabarina AR 4477

ag 100{ SNectria asiatica MAFF 241408

E2

gz | 4Nectria dematiosa GJS 94 37
0 47 6Nectria nigrescens AR 4282

12Cosmospora coccinea A R 2741
11Cyanonectria cyanostoma GJS

13Thelonectria westlandica GJS

Apéndice 12. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o

modelo Kimura 2-pardmetros (K2 + G) mostrando a relagcdo entre o isolado 112EM2 e a
espécie N. pseudocinnabarina.
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140044

a4 | 2Exophiala spinifera R68E3

3Exophiala spinifera CBS 269 2

7Exophiala nishimurae CBS 1015

8Rhinocladiella basitonum CBS

SMelanchlenus oligospermus CBS

% | 6Exophiala oligosperma CBS 680

4Rhinocladiella similis DH 130

9Exophiala spinifera 2097

g — 14Ramichloridium anceps AFTOL
17Exophiala pisciphila AFTOL |

—13: 16Exophiala mesophila

3 ————— 19Exophiala crusticola CP141bT

21Capronia parasitica MUCL 399

_51|_7 15Exaphiala lecanii corni CBS

18Exophiala attenuata UTMB 290

25

13Capronia dactylotricha

5 4,— 11Rhinocladiella atrovirens WR

97 1 12Melanchlenus eumetabolus CBS
—— 22Capronia acutiseta

10Rhinocladiella mackenziei CB

20Capronia nigerrima

—
0.02

Apéndice 13. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o

modelo Kimura 2-paréametros (K2 + G + |) mostrando a relagédo entre o isolado 40M4 e a
espécie E. spinifera.
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5Cochliobolus geniculatus UTHS
6Cochliobolus geniculatus UTHS
460EM8

13Cochliobolus lunata C8 6

10Curvularia inaequalis C8 1

14Cochliobolus pallescens C8 9
21Cochliobolus hawaiiensis Bi
- 29Cochliobolus spicifer D6 6
30Cochliobolus australiensis B

k1l

43 7104EM2
00| | BBipolaris papendorfii AH-01
24 | 9Cochliobolus geniculatus NBRC

55 +— 11Curvularia trifolii PG7

20Cochliobolus ovariicola BRIP
 19Cochliobolus graminicola BRI

33Curvularia oryzae
rE) E 24Bipolanis portulacae CBS 403
3L 26Bipolaris indica

12Curvularia brachyspora ZM033
0 a3 16Cochliobolus heterostrophus
[ _D 23Bipolans setarnae DH08108 3
2Cochliobolus sativus C20
3Cochliobolus sativus M82
13904
a| ' 17Cochliobolus sativus CAP33B

54 18Cochliobolus victoriae CBS 1
%B;polans Zeae
] 28Bipolaris sorokiniana T 10
27Bipolaris sorghicola Bi 17
— 15Cachliobolus cynodontis Bi 1
——— 22Bipolaris peregianensis BRIP

93

P
@

46

63 32Bipolares oryzae H14 7
5‘; 34Bipolans aryzae 2537

35Bipolaris oryzae Bo8

31Alternana alternata A12 1

0.02
Apéndice 14. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o
modelo Kimura 2-parametros (K2 + G + I) mostrando a relacdo entre os isolados 39M4 e a
espécie B. sativus; 104EM2 e a espécies B. papendorfii; 60EMS8 e a espécie B. geniculatus.
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11Fusarium verticillioides CBS
12Fusarium verticillioides MAF
100 | 8Fusarium subglutinans MAFF 23
7Fusarium subglutinans ATCC 38
3Fusarium oxysporum CSS511721
198EM4
67 L 2Fusarium oxysporum
10Fusarium verticillioides CBS
24 = 9Fusarium proliferatum MAFF 23
&1 | | 13Fusarium oxysporum MAFF 2403
871 14Fusarium oxysporum MAFF 2403
—— 17Fusarium solani MAFF 239036
& 410003
B 16Fusarium solani MAFF 238538
97 | 5Fusarium solani KSA13 01
6Fusarium solani Cc 149
15Fusarium decemcellulare MAFF
20Fusarium merismoides MAFF 23
50 18Fusarium dimerum CBS 632 76
4%: 19Fusarium dimerum MAFF 237465

21Micradochium nivale CBS 1162

aa

—
0.05

Apéndice 15. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicAo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o
modelo Kimura 2-parametros (K2 + G) mostrando a relagdo entre os isolados 98EM4 e a
espécie F. oxysporum; 100M3 e a espécie F. solani.

17Cladosporium oxysporum EXF 7
14Cladosporium oxysporum EXF 6
16Cladosporium oxysporum EXF 7
13Cladosporium oxysporum EXF 6
15Cladosporium oxysporum ATCC

= 11Cladosporium oxysporum ATCC
6Cladosporium oxysporum IFM 56

471EM7T

1 SCladosporium cladosporioides
7Cladosporium cladosporioides
8Cladosporium cladosporioides
9Cladosporium cladosporioides

0 10Cladosporium cladosporioides
18Cladosponium tenuissimum ATC

19Cladosporium tenuissimum EXF

_ | 21Cladosporium tenuissimum EXF

12Cladosporium oxysporium CBS

20Cladosporium tenuissimum EXF

22Cladosporium salinae EXF 322

E7

g

%)

0.005

Apéndice 16. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene B tubulina.
O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o
modelo Kimura 2-parametros (K2 + G) mostrando a relacdo entre os isolados 71EM7 e a
espécie C. oxysporum.
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&1 Trichoderma harzianum T65-NI
35Trichoderma harzianum MA3G639
—— 46Trichoderma inhamatum F22
50Trichoderma aureoviride T77
49Trichoderma aureoviride T59

47 Trichoderma harzianum IBSD-T
62Trichoderma harzianurm 2930

34 Trichoderma harzianum 2930
33Trichoderma harzianum

27 Trichoderma aureoviride XZNM
18Trichoderma harzianwm NRE929
17 Trichoderma harzianum GJS 00
58 9Trichodenma harzianums CENZ284
[| 83 Trichoderma harzianum TR112
8Trichoderrma harzianum CEN230
25Trichoderma atroviride T6
45Trichoderma atroviride A

44 Trichoderma atroviride B
22Trichoderma atroviride E
20Trichoderma harzianum NBAII
F5EMS

51Hypocrea nigricans TUT46

— 28Trichoderma inhamatum RRLF 1
+— 14Hypocrea rufa Tv 03

a9

38Trichoderma harzianum Ir 112
52HYypocrea nigricans NBRC 3128
83 | 84 Trichoderma piluliferum wxm4
43Trichoderma tormentosum ZH3 E
g3 | 36 Trichodernna amazonicum IB95
37 Trichoderma amazonicum IB50
45M5
SHypocrea lixii CBS 115337
86Trichoderma atroviride Z116
6Trichoderma atroviride 1 24
85Trichodenma atroviride 1 24
48Trichoderrma harzianum 24
60Trichoderma koningiopsis CQS
72Trichoderma virens TR0O39
67Hypocrea virens XZNM2007
71Hypocrea virens T32
66Hypocrea virens T21
65Hypocrea virens ATCC MYA 489
83Trichoderma spirale DIS 293F
12Trichoderma spirale 11TS\M4
1010701
43| 80Trichoderma spirale DMC 793a
11 Trichoderma spirale F28
53Trichoderma longibrachiatum

33

54 Trichoderma longibrachiatum
56Trichoderma longibrachiatu
2Trichoderma asperellum IARI P
3Trichoderma asperellum CENT62

150M6E

30Trichoderma asperelium T16
31Trichoderma asperellum TNC52
32Trichoderma asperelium CPKZ27¥

57 Trichoderma hamatum NFLZ2
58Trichoderma hamatum HNHK3007
59Trichoderma hamatum

1IZIEI|

—
0.0

FO0Trichoderma erinaceum DIS 7
100 81‘7 68Trichodernma erinacewm NBAIN

69Trichoderma erinaceum 102

+— 76 Trichoderma petersenii GJS 9
15Hypocrea intricata IBSD T2

+— 23Hypocrea rufa F53

— 39 Trichoderma caribbaeum Dis 3
78| 40Trichoderma ovalisporum DAOM
75Trichoderma petersenii GJS 9
79Trichoderma gamsii KUC1747
82Trichoderma gamsii ICC080
42Hypocrea intricata IBSD T78

77 Trichoderma gamsii CS11784

90

Apéndice 17. Arvore filogenética inferida do alinhamento das sequéncias do gene f tubulina.
O melhor modelo para a substituicdo de nucleotideos selecionada pelo MEGA 5.2 foi o
modelo Kimura 2-par&metros (K2 + I) mostrando a relagédo entre os isolados 107M1 e a
espécie T. spirale; 5EM5 e a espécie T. harzianum; 5M6 e a espécie T. asperellum; 5M5 e a

espécie T. atroviride.



