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Sumario: A taxionomia classica para identificagdo de espécies do género Penicillium é
baseada em caracteristicas macroscopicas, tais como a textura e desenvolvimento da
colénia em meios de cultura padrdes, bem como em caracteristicas microscopicas e
fisioldgicas, tais como a temperatura de crescimento e a pigmentacdo das col6nias. Estudos
moleculares sdo importantes para avaliar a diversidade intra-especifica destas linhagens. O
objetivo deste trabalho foi identificar através da taxionomia classica e por meio do
sequenciamento das regides ITS1-5.8S-ITS2 e B tubulina 15 isolados pertencentes ao
género Penicillium obtidos de solo de Mata atlantica de Pernambuco. Foram observadas as
caracteristicas macro e microscopicas para confirmacdo da taxionomia classica e micélio
joven com trés dias de cresciemento foi utilizado para extracdo do DNA gendmico e
posteriormente amplifacado as regides ITS1-5.8S-1TS2, utilizando os primers ITS 1 e ITS
4.,e B tubulina, utilizado os primers Bt2a e Bt2b. Os isolados selecionados apresentaram as
caracteristicas macro e microscopicas para as espécies Penicilium citrinum, P. decubens,
P. expansum, P.jantinellum, P. lividum, P. oxalicum, P. pnophilus, P. simplicissimu e P.
waksmai. Apenas um isolado - Penicilium citrinum, foi confirmado pelo seqlienciamento
das regides ITS e B-tubulina do rDNA.
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INTRODUCAO
A taxonomia cléssica do género Penicillium baseia-se na observacdo das caracteristicas
macroscopicas e microscopicas das espécies tais como cor do micélio variando entre 0s
tons de amarelo, verde, vermelho e marrom, o reverso das colonias pode ser incolor, ou
variar de tons de amarelo, verde, vermelho e marrom. Os isolados de algumas espécies
podem produzir pigmentos que modificam a tonalidade do meio de cultura, podendo
também produzir gotas de exudato de coloracdo diversas, sdo visualizadas
macroscopicamente e considerados como critérios para fins taxondmicos.
Microscopicamente, espécies de Penicillium observam-se hifas septadas. Essas hifas
apresentam paredes desprovidas de pigmentacdo (Pitt, 1991). Os conidioforos surgem
como ramos do micélio e sdo frequentemente perpendiculares ao substrato. Algumas
espécies de Penicillium apresentam uma ramificacdo adicional, denominada ramulo,
localizada entre a métula e o ramo (Onions; Brady, 1987; Pitt, 1991). E no interior das
fidlides que os conidios sdo formados, geralmente em cadeia e de forma basipeta, isto €, 0
conidio mais velho ocupa o topo da cadeia (Raper; Thom, 1949). Os conidios s&o
unicelulares, uninucleados, hialinos, pequenos, com formas que variam de globosas a
cilindricas. Devido a ndo existéncia de técnicas de identificagdo que funcionem com
perfeicdo no reconhecimento das espécies, uma abordagem polifésica foi proposta ha
aproximadamente 35 anos (Samson; Varga, 2009). Essa abordagem polifésica € sugerida
na separacdo de espécies, visando uma combinagdo de diferentes tipos ferramentas de
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identificacdo como, por exemplo, morfologia, dados moleculares, fisiologia, perfis
bioguimicos e dados ecoldgicos (Samson et al., 2007; Samson; Varga, 2009).

MATERIAIS E METODOS

A autenticacdo taxondmica classica de 15 espécimes de Penicillium procedentes de solo de
Mata Atlantica foi procedida de acordo com Pitt (1991). Os esporos de cada cultura de
Penicillium foram suspensos uma solugdo de &gar e Tween 80. Desta suspensdo, 2,0 uL
foram inoculados em trés pontos das placas de Petri contendo 25 mL dos meios de cultura
Agar Czapek Levedura (CYA), Agar Extrato de Malte (MEA) e 25% Agar Glicerol
(G25N) e incubados a 5°C, 25°C e 37°C para CYA e a 25°C para MEA e G25N. A
identificacdo das espécies foram observadas caracteristicas macroscopicas e microscopicas
(Pitt, 1991; Samson & Frisvad, 2004).

Para a extracdo do DNA gendmico foi realizada de acordo com Goées-Neto et al. (2005).
As regibes ITS1 e ITS2 foram amplificadas utilizando os primers ITS 1 e ITS 4, como
descrito por Varga et al. (2000) e White et al. (1990). E para a amplificacdo parcial do gene
da B-tubulina foi utilizado os primers Bt2a e Bt2b, segundo Glass e Donaldson (1995) e
Samson et al. (2004). Os produtos amplificados foram purificados com PureLink — PCR
Purification Kit — Invitrogen e sequenciados na Plataforma de Sequenciamento do
Laboratdrio Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPE. Os cromatogramas do
sequenciamento foram analisados e apds a edicdo, todas as sequéncias foram utilizadas
para busca das mais similares depositadas no GenBank, utilizando a ferramenta BLASTN.

RESULTADOS
Os 15 isolados selecionados apresentaram as caracteristicas macroscopicas e
microcéspicas foram descritas para as espécies Penicilium citrinum, P. decubens, P.
expansum, P.jantinellum, P. lividum, P. oxalicum, P. pnophilus, P. simplicissimu e P.
waksmai (Figura 1).

Figura 1: Caracteristicas macroscépicas e microscopicas de Penicillium janthinelum Culturas incubadas por 7
dias a 25 °C sobre: A) CYA; B) MEA; C) G25N. D) reverso sobre CYA; E)reverso sobre MEA; F) reverso
sobre G25N.

Apesar da divergéncia das entre a morfologia e 0s dados da biologia molecular,
foram encontrados altos indicies de identidade, e priorizadas as sequéncia com indicie
superior a 98%. Os dados moleculares revelaram que uma espécie esta relacionadas com P.
citrinum, sendo ela Penicillium simplicissimum e que Penicillium lividum tem relagdo com
Penicillium sclerotiorum(tabela 1).

Tabela 1. Taxa identificados por caracteristicas morfologicas e sequenciamento regido ITS e ftubulina rDNA.
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Identificacdo Morfologica

Identificacdo a partir do
sequenciamento regido ITS rDNA e
potencial dde identidade maxima

Identificacdo a partir do
sequenciamento regiio p tubulina e
potencial dde identidade maxima

Penicillium citrinum
P. citrinum
P.oxalicum
P.citrinum
P.citrinum

P. citrinum.
P.lividum
P.expansum
P.decubens
P.waksmai
P.expansum

P. pinophilus.
P.citrinum
P.janthinellum
P.simpliississimum

99% Penicillium citrinum

99% Penicillium herquei

99% Penicillium herquei

99% Penicillium simplicissimum
99% Penicillium wotroi

99% Penicillium herquei

99% Penicillium sclerotiorum
100% Penicillium wotroi

99 % Penicillium singorense
98% Penicillium singorense
99% Penicillium wotroi

100% Penicillium veruculosus
99% Penicillium simplicissimum
99% Penicillium wotroi

99% Penicillium herquei

100% Penicillium citrinum

92% Penicillium herquei

92% Penicillium herquei

94% Penicillium simplicissimum
99% Penicillium wotroi

92% Penicillium herquei

98% Penicillium sclerotiorum
99% Penicillium wotroi

94% Penicillium singorense
99% Penicillium wotroi

99% Talaromyces pnophilus
98% Penicillium pnophilum
94% Penicillium simplicissimum
92% Penicillium brasilianum
92% Penicillium herquei

DISCUSSAO

Os isolados selecionados apresentaram as caracteristicas macroscépicas e microcospicas
descritas por Pitt (1991) e Samson & Frisvad (2004). Segundo Nilsson et al. (2008)
apontaram que 2% é uma margem aceitavel para divergéncias intraespecificas em
Ascomycota para sequéncias da regido ITS do rDNA e B tubulina, 0 que corrobora os
resultados encontrados. Segundo Pitt (1991), o subgénero Penicillium é provavelmente o
que apresenta maior dificuldade taxondmica, sobretudo pelo elevado nimero de espécies e
pela semelhanca morfoldgica entre as mesmas.

CONCLUSOES
O género Penicillium é complexo e por isso necessita de ferramentas que complementes
sua identificagdo. A biologia molecular é uma eficiente ferramenta disponivel para
confirmacéo taxonémica;

AGRADECIMENTOS
Agradeco ao doutorando Renan do Nascimento Barbosa pelo auxilio na realizagdo da
extracdo de DNA gendmico, a mestranda Juliana Cordoville Fonseca e a Roberta Cruz
pelo auxilio nas demais etapas do projeto e ao CNPq pela bolsa de auxilio financeiro.

REFERENCIAS

Nilsson, R.H., Kristiansson, E., Ryberg, M., Hallenberg & N., Larsson, K.H., 2008.
Intraspecific ITS variability in the kingdom fungi as expressed in the international
sequence databases and its implications for molecular species identification. Evolutionary
Bioinformatics, 4, 193-201.



XXIII CONIC
VII CONITI
IV ENIC

Onions, A.H.S.; Brady, B.L. 1987.Taxonomy of Penicillium and Acremonium. In: Peberdy,
J.F. (Ed.) Biotechnology Handbooks 1 Penicillium and Acremonium. New York and
London, Plenum Press, 1-36.

Pitt, J.I. 1991. A laboratory Guide to Common Penicillium Species. North Wales:
Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization — Division of Food
Processing.

Raper, K.B.; Thom, C. 1949. A manual of the Penicillia. Baltimore, Williams and Wilkins.
Samson, R.A., Varga, J. 2009. What is a species in Aspergillus?. Medical Mycology S1-S8.
Samson, R.A., Noonim, P., Meijer, M., Houbraken, J., Frisvad, J.C., Varga, J. 2007a.
Diagnostic tools to identify black aspergilla. Studies in Mycology 59: 129-145.

Samson, R.A.; Frisvad, J.C. 2004. Penicillium Subgenus Penicillium: new Taxonomics
Schemes, Mycotoxins and Other Extrolites. Studies in Mycology 49: 1-260.

Varga, J., kevei, F., hamari, Z., To" th, B., Te" ren, J., Croft, J. H. & Kozakiewicz, Z.
Genotypic and phenotypic variability among black Aspergilli. In Integration of Modern
Taxonomic Methods for Penicillium and Aspergillus classification, pp. 397-411. Edited by
R. A. Samson & J. I. Pitt. Amsterdam: Harwood Academic Publishers.2000.

White T.J., Bruns T., Lee S., Taylor, J. Amplification and direct sequencing of fungal
ribosomal RNA genes for phylogenetics. 315-322, in Innis MA, Gelfand DH, Shinsky JJ,
White TJ, (eds.), PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications. Academic Press,
San Diego.1990.



