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RESUMO: (Primeiro relato da ocorréncia de Paecilomyces formosus e Paecilomyces parvisporus no Brasil). A prospecgao de
linhagens fingicas com potencial biotecnologico tem sido atualmente estimulada, sobretudo em regides geograficas com elevada
biodiversidade, como as savanas brasileiras, onde a diversidade microbiana encontra-se sob-risco ambiental. Na tentativa de
isolar e identificar espécies fungicas que potencialmente poderiam ser empregadas na industria de bioetanol, nés utilizamos
como substrato bagago de cana-de-agucar cultivada na regido centro-sul do Cerrado e obtivemos 20 espécies, sendo trés delas
pertencentes ao género Paecilomyces: P. formosus, P. saturatus e P. parvisporus. O tinico relato de ocorréncia de P. parvisporus,
até este trabalho, provém de estudo ocorrido em territorio chinés. Este, portanto, constitui o primeiro relato cientifico da ocor-
réncia de P. formosus e P. parvisporus em territorio brasileiro, além de constituir o segundo relato da ocorréncia de P. saturatus
no Brasil, sendo o primeiro datado de 1957. Este trabalho refor¢a a importancia de se catalogar a biodiversidade brasileira e
levanta a hipotese de que estas espécies isoladas a partir do bagago de cana-de-aglicar possam ser futuramente empregadas na
sintese de enzimas lignoceluloliticas e, portanto, no aproveitamento da biomassa para fins energéticos.

Palavras-chave: biodiversidade fingica, Eurotiales, novas espécies, taxonomia de fungos filamentosos.

ABSTRACT: (First report of occurrence of Paecilomyces formosus and Paecilomyces parvisporus in Brazil). Prospecting
for fungal strains with biotechnological potential has been stimulated in recent years, especially in geographical regions with
high biodiversity such as the Brazilian savannas, where microbial diversity is under environmental risk. Aiming to isolate and
identify fungi species that could potentially be used in the bioethanol industry, we used sugarcane bagasse as a substrate, from
crops cultivated in mid-southern Brazilian Cerrado, and obtained 20 species, three of them belonging to genus Paecilomyces:
P. formosus, P. saturatus, and P. parvisporus. The only report of the occurrence of P. parvisporus so far had been from a study
conducted in China. Therefore, this is the first scientific report of occurrence of P, formosus and P. parvisporus in Brazilian ter-
ritory, and the second report of occurrence of P. saturatus in the country — the first one dating back to 1957. Our work reinforces
the importance of cataloging Brazilian biodiversity and raises the hypothesis that the species found, which were isolated from
sugarcane bagasse, could be used in the future for the synthesis of lignocellulolytic enzymes and therefore also for management

of biomass with energy-production purposes.

Keywords: fungal biodiversity, Eurotiales, new species, taxonomy of filamentous fungi.

INTRODUCAO

A descoberta de microrganismos com potencial para
bioprocessos, como a sintese de pigmentos (Pagano &
Dhar 2015) e metabolitos bioativos,tem estimulado uma
corrida biotecnoldgica pela prospec¢ao microbiana, com-
preendendo o isolamento, caracterizagdo e estimulacdo
organica por elicitores bidticos e abioticos. O emprego
destes metabolitos tem se torando cada vez mais frequen-
tena industria farmacologica (Bonugli-Santos ez al. 2015,
Kusari et al. 2014, Mayer et al. 2013), no biocontrole de
pragas (Abraham et al. 2015, Howell 2003), promogao do
crescimento vegetal e degradacdo de biomassa (Koeck et
al.2015,Couturier et al. 2012), tornando a caracterizacdo
da biodiversidade microbiana, nos mais diferentes ecos-
sistemas, fundamental para que novas moléculas possam
ser detectadas e empregadas em setores de interesse da

populacdo. Neste sentido, explorar o potencial de areas
com alto grau de endemismo, como os dominios morfo-
climaticos das savanas brasileiras, para a prospec¢ao de
novas espécies microbianas, tem se tornado uma questao
de urgéncia, devido a forte pressao que o bioma Cerrado
tem sofrido em fung¢@o da expansao da fronteira agricola
(Klink & Machado 2005).

A prospeccao de fungos com capacidade lignocelulo-
sidica tem ocorrido, utilizando-se o trato intestinal de or-
ganismos simbiontes, como formigas e cupins (Aylward
et al. 2015, Kurtboke et al. 2015) ediversos substratos,
como serrapilheira (Waing et al. 2015) e subprodutos
industriais. Fungos filamentosos como Aspergillus ¢
Trichoderma tém sido reconhecidos na produgdo de
preparados comerciais de enzimas celuloliticas ou como
hospedeiros para a expressao heterdloga de enzimas
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nativas ou manipuladas, visando a superprodugdo de
coquetéis multi-enzimaticos para a utilizacdo em bio-
refinarias, o que ¢ importante para reduzir os custos na
conversdo da biomassa (Zoglowek et al. 2015). De fato,
a biomassa lenho-celuldsica, bem como subprodutos
agricolas e florestais, de culturas energéticas e residuos
bioldgicos desempenha um papel importante no desen-
volvimento de energias renovaveis, especialmente em
paises com recursos limitados para utilizagdo da energia
solar ou edlica (Macqueen & Korhaliller2011). Um
dos subprodutos energeticamente mais promissores € 0
bagaco advindo da industria da cana de agucar, que esta
sendo empregado na sintese de glicose, xilose, etanol e
metano (Guilherme et al. 2015). Contudo, seu emprego
requer pré-tratamento por hidrolise enzimatica, de for-
ma a desestabilizar a matriz de lignina e hemicelulose
(Bommarius et al. 2008, Silverstein et al. 2007). Com
iss0, a prospec¢do de microrganismos enzimaticamente
atuantes sobre o0 bagaco de cana se torna tdo promitente.

A presenca de espécies do género Paecilomyces em
fontes lignoceluldsicas, como cana-de-agucar e madeira
em decomposi¢do (Basso et al. 2010), tem despertado
atenc¢do, devido a sua capacidade de converter substan-
cias complexas, como celulose, em produtos de maior
valor, tais como o bioetanol (Wu 1985). Este género foi
proposto por Bainier (1907), para acomodar uma tnica
espécie, P. varioti, mas com a posterior revisdo reali-
zada por Brown & Smith (1957) e a modificagdo feita
por Samson (1974), atingiu-se o numero de 31 espécies.
Contudo, a analise filogenética baseada na regido 18S
do nrtDNA, feita por Luangsa-ard et al. (2004), mostrou
que Paecilomyces € um grupo polifilético, visto que suas
espécies se espalham por duas subclasses, Sordariomyce-
tidae e Eurotiomycetidae, alocadas em duas diferentes
ordens: Hypocreales e Eurotiales. Diante da perspectiva
de encontrar espécies deste género em substratos ligno-
celuldsicos e, portanto, com potencial para a sintese de
enzimas hidroliticas, este trabalho explorou amostras
de bagaco de cana, provenientes de plantas cultivadas
na regido centro-sul do Cerrado brasileiro, promovendo
o isolamento da biodiversidade fingica e identificando
em meio a ela, as espécies Paecilomyces.

MATERIAL E METODOS

Isolamento das espécies fungicas

Amostras de bagago de cana-de-agticar foram coletadas
em usina de alcool e agucar localizada na regido sul
do estado de Goias (divisa com Minas Gerais), em
duas épocas de cultivo e processamento da cana-de-
agucar, dezembro de 2012 e abril de 2013. As amostras
foram assepticamente armazenadas em sacos plasticos
previamente autoclavados e conduzidas sob-refrigeraciao
ao laboratdrio de Microbiologia Agricola, do Instituto
Federal Goiano, campus Rio Verde, onde 25 g de cada
amostra foram acondicionados em recipiente esterilizado
e acrescidos a 10 mL de agua destilada autoclavada.
O homogeneizado resultante foi incubado em estufa

bacterioldgica, a 28 °C, por 30 dias. Posteriormente,
aliquotas de 1 g das culturas foram submetidas a dilui¢cdes
seriadas e 100 pL transferidos para placas de petri
contendo meio BDA (infusdo de 200 g de batata, dextrose
20g, agar 15g e agua q*p. 1000 mL). As placas foram
incubadas a 28 °C e também a 30 °C, por um periodo de
7 dias, quando coldnias individuais foram purificadas,
para obtencao de pequenos fragmentos de micélio jovem
a partir das bordas das colonias. Com o auxilio de al¢a
bacteriologica, estes fragmentos foram utilizados na
preparacdo de laminas para microscopia, coradas com
solucdo de lactofenol em azul de tripano.

Identificac¢do das espécies fungicas

A identificagdo dos isolados foi feita por meio
de taxonomia classica, utilizando-se laminas semi-
permanentes previamente preparadas, avaliadas em
microscopio Optico (com o uso de objetiva de 100X).
As espécies foram identificadas utilizando-se o padrao
caracteristico proposto por Samson et a/. (2009) e Han
et al. (2005b).

A identificagdo fenotipica foi confirmada por método
molecular. Para isso, promoveu-se a extracdo do
DNA gendmico dos isolados, utilizando-se o método
CTAB, descrito por Doyle & Doyle (1991), com
posterior quantificacdo em gel de agarose a 1%. As
amostras de DNA genomico foram entdo diluidas e
submetidas a rea¢do em cadeia da polimerase (PCR)
para a amplificacdo regido nuclear do espacador interno
transcrito ITS, localizada entre os genes codificadores
dos RNAs ribossomais 18S e 28S. Foram amplificadas
as regides ITS1 e ITS2, bem como 5,8S, pela agdo dos
iniciadores ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3%) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
(White et al. 1990). As reacoes de PCR foram realizadas
em termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, CA) sob o seguinte programa: um ciclo a
94 °C durante quatro minutos, seguido de 30 ciclos de
um minuto a 94 °C (desnaturagdo), rampa de 40 °C a
55 °C aumentando 0,5 °C a cada segundo (totalizando
30 segundos) (anelamento), e um minuto a 72 °C
(extensdo), e um ciclo a 72 °C por cinco minutos. Os
produtos amplificados foram tratados com as enzimas
Exonuclease I (USB, 3,3 U) e SAP (fosfatase alcalina de
camarao, USB, 0,66 U) e posteriormente submetidos a
reacao de sequenciamento pelo método de terminagao de
cadeia, empregando-se o reagente Big Dye 3.1 (Applied
Biosystems, CA). A analise dos fragmentos resultantes
foi realizada em sequenciador capilar automatico 3500
XL (Applied Biosystems, CA), sendo sequenciados
em ambas as direcdes, “forward” e “reverse”, para
montagem da fita consenso. A avaliacdo da qualidade
do sequenciamento, bem como a edi¢do e montagem das
fitas consenso, se deu por meio do software SEQSCAPE
v2.7 (Applied Biosystems, CA).

As sequéncias obtidas foram entdo comparadas com
sequéncias depositadas na base de dados GenBank se-
diada no National Center for Biotechnology Information

R. bras. Bioci., Porto Alegre, v. 14, n.4, p. 215-224, out./dez. 2016



Relato da ocorréncia de Paecilomyces no Brasil 217

(NCBI; http//www.ncbi.nlm.nih.gov), empregando-se o
programa Blastn (Altschul et al. 1990). A identificagdo
foi baseada na similaridade com sequéncias de espécies
tipo presentes na base de dados.

Relagado filogenética entre os isolados

Sequéncias da regido ITS, disponiveis no Gen Bank
para outras espécies de fungos do género Paecilomyces
(Tab. 1), foram comparadas filogeneticamente com as
sequéncias dos isolados obtidos das amostras de bagaco
de cana-de-agtcar. Para isso, foi realizado o alinha-
mento multiplo das sequéncias utilizando-se o software
CLUSTAL OMEGA (Sievers et al. 2011). Os priors para
a determinagdo da relacdo filogenética foram obtidos
pela selecdo do modelo de evolugdo das sequéncias de
ITS, usando Critério da Informagdo Bayesiana (BIC),
implementado no software JMODELTEST 2 (Darriba
et al. 2012). Foi selecionado o modelo TVMef+I (-InL
=10776.4677, wBIC = 0.9525), com parametro p-inv =
0.4890. As analises filogenéticas foram realizadas por
estatistica Bayesiana implementada no software MR-
BAYES v.3.2.5 (Ronquist et al. 2012). Foram realizadas
quatro corridas independentes, atribuindo-se 10x10°

Tabela 1. Identificagdo do acesso (incluindo dados dos genes 18S,
28S, ITS1, 5,8S e ITS2) e localidade de isolamento, para espécies de
Paecilomyces utilizadas na constru¢do da relacdo filogenética com
isolados desse género obtidos a partir do bagaco de cana-de-agucar,
incluindo Penicillium daleae K.M. Zalessky.

Taxa Acesso GenBank Localidade
P. aerugineus JN899388 Reino Unido
P. anatarcticus AJ879113 Antartica
P. carneus EU553305 Brasil
P. catenianulatus GU194180 China
P. cateniobliquus HQ874633 China
P. cicadae HQ874633 China
P. dactylethromorphus KF530866 india
P. farinosus AB080090 Japao
P. fumosoroseus AB086629 Japao
P. gunnii AJ309343 China
P. hawkesii AJ309342 China
P. hepiali EF555097 China
P. javanicus AB099944 Japao
P. leycettanus EUS553343 Brasil
P. lilacinus FN598940 Japao
P. marquandii EU553322 Brasil
P. militaris AJ309330 China
P. niphetodes JX012229 China
P. nostocoides AB104884 Japao
P. pascuus JN899321 Nova Zelandia
P. penicillatus EUS553300 Brasil
P. purpureus EF640809 China
P. reniformis DQ069288 Indonésia
P. sinensis AJ243771 China
P. tenuipes AB070371 Japao
P. tenuis KJ510655 India
P. variotii IJN939029 -

P. verticillatus DQ836182 China
P. victoriae IN899393 Indonésia
Penicillium daleae AJ746363 Polonia

geracdes para as cadeias, amostrando-se a distribui¢ao da
probabilidade a posteriori a cada 500 geracdes. Antes de
calcular a arvore consenso, e para garantir a convergéncia
das cadeias, as primeiras 2.500 arvores amostradas foram
descartadas. Posteriormente, a filogenia recuperada foi
testada pelo método bootstrap, com 5.000 replicagdes,
utilizando-se o programa MEGA 6 (Tamura et al. 2013).
Intencionalmente, nds incorporamos as analises uma
sequéncia de Penicillium daleae K. M. Zalessky, para
avaliar a relagdo dos nossos isolados com essa espécie.
A pergunta a ser respondida era se essa sequéncia fun-
cionaria como outgroup ou se agruparia a alguma das
linhagens amostradas, levando-se em consideragdo a
proximidade genética ja descrita por Houbraken et al.
(2011) entre sequéncias de ITS de P. parvisporus Y. F.
Han& Z.Q. Liang e de espécies do género Penicillium.

RESULTADOS

Caracterizag¢do morfologica e identificagdo

dos isolados

Foi obtido um total de 32 isolados fungicos a partir
das amostras de bagaco de cana-de-agucar, sendo
estes distribuidos em 20 diferentes espécies: Fusarim
proliferatum, Fusarium fujikuroi, Fusarium oxysporum,
Penicillium citrinum, Penicillum wotroi, Penicillium
sp., Aspergillus flavus, Aspergillus brasiliensis,
Aspergillus tubigengensis, Aspergillus novoparasiticus,
Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Talaromyces
stolli, Mucor circinelloides, Trichoderma asperelloides,
Trichoderma harzianum, Trichoderma koningiopsis,
Paecilomyces parvisporus, Paecilomyces formosus e
Paecilomyces saturatus. Do total de isolados, cinco foram
morfologicamente caracterizados como pertencentes
ao género Paecilomyces, sendo a caracterizacio
fundamentada na presenca de conidios de cor verde-
oliva-marrom, formados em fialides de base ampla e
pescoco longo e fino no final, irregularmente ramificadas,
havendo também os teleomorfos que sdo quase nus
(Houbraken & Samson 2011). Os conidios foram
caracterizados como hialinos, unicelulares e ovoides,
sendo produzidos em cadeias basipetas longas, muitas
vezes emaranhadas (Fig. 1).

Entre os cinco isolados de Paecilomyces foram iden-
tificadas astrés espécies citadas acima: P. parvisporus (1
isolado), P. saturatus (Nakazawa, Takeda & Suematsu)
Samson & Houbraken (1 isolado) e P. formosus (Sakag.,
May. Inoue & Tada) Houbraken & Samson (3 isolados).
Paecilomyces parvisporus foi obtido de bagago provindo
da safra de dezembro de 2012 e P. saturatus da safra de
abril de 2013, enquanto que P. formosus estava presente
no bagaco das duas épocas.

Paecilomyces formosus cobriu toda a extensdo da
placa de petri aos 7 dias, cultivado a 30 °C. As estruturas
utilizadas na identificag@o dessa espécie foram compati-
veis com as descritas por Samson et al. (2009), ou se¢ja,
conidiéforos irregularmente ramificados e conidios de
cor oliva-marrom. Os clamidosporos (muitas vezes em
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O

Figura 1. Identificagdo morfologica de espécies de Paecilomyces
isoladas de bagago de cana-de-agtcar, cultivada na regido centro-
sul do Cerrado brasileiro. A. Aspecto verde-oliva-amaronzado das
colonias. B. Hifas septadas e hialinas e destaque para as fialides. C.
Cadeia longa de conidios. Escala da barra = 20 pm.

pequenos talos) apresentam paredes lisas, globosas e
(levemente) pigmentadas. Os conidios desta espécie fo-
ram variaveis entre isolados, podendo ser elipsoidais ou
cilindricos, com truncamento nas extremidades (Fig. 2).

O isolado de P. saturatus também apresentou cres-
cimento rapido, cobrindo a placa de petri aos 7 dias,
incubado a 30 °C. Foi verificada forte esporulagdo, cor
oliva-marrom. Os conidi6éforos se mostraram muito rami-
ficados, semelhantes aos de Penicillium. Essa semelhanca
levou Sakaguchi et al. (1939) a classificar inicialmente
essa espécie como Penicillium viniferum Sakag., Inoue &
Tada, sendo reclassificada como Paecilomyces por Raper
& Thom (1949). Os conidios se mostraram elipsoidais,
sem truncamento distinto nas extremidades. A indicagao
da literatura é de que os conidios dessa espécie podem
variar entre os isolados, podendo ser elipsoidais e/ou
cilindricos (Samson et al. 2009). Os clamiddsporos se
mostraram bastante frequentes, hialinos e com paredes
lisas (Fig. 3). Nenhum teleomorfismo foi observado.

O isolado de P. parvisporus, obtido das amostras de
bagaco de cana-de-agucar, apresentou crescimento lento,
quando comparado aos outros isolados, atingindo diame-
tro de 20 mm, em aproximadamente 14 dias de incubagio
a 28 °C. O micélio se desenvolveu originalmente branco,
passando a apresentar cor esverdeada, ou mesmo se
invertendo para amarelo. Esses mesmos aspectos foram
retratados por Han et al. (2005b) ao caracterizarem um
isolado dessa espécie obtido de amostras de solo na

Figura 2. Paecilomyces formosus (Sakag., May. Inoue &Tada) Houbraken & Samson, isolado de bagaco de cana-de-aglcar cultivada no
Cerrado. A. Aspecto oliva-marrom dos conidios. Seta mostra o ponto de ramifica¢do do conidioforo. B. Conidios elipsoidais. C. Isolado com
conidios cilindricos e setas apontando clamidosporos. Escala da barra = 20pum.
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Figura 3. Paecilomyces saturatus (Nakaz., Y. Takeda & Suematsu) Samson & Houbraken, isolado de bagago de cana-de-agtcar cultivada na
regido centro-suldo Cerrado brasileiro. A. Conididéforo muito ramificado. B. Setas apontam clamidosporos terminais. C. Conidios elipsoidais.
Escala da barra = 20um.

China. A transi¢ao de colora¢dao do micélio, de branco a
amarelo, fica explicita ao observar-se a parte inferior da
placa de petri, ou seja, o micélio basal (Fig. 4).

Relacgado filogenética entre os isolados

A relagdo filogenética entre os isolados separou os
mesmos em dois grandes grupos monofiléticos, sendo que
os isolados P. parvisporus, P. saturatus e P. formosus A,
B e C, obtidos a partir de amostras de bagaco de cana-
de-agucar, permaneceram em um mesmo clado (Fig. 5).
As cepas de P, formosus foram corretamente unidas em
um clado bem suportado (probabilidade posterior = 1.0;
Bootstrap = 94), juntamente com P. sinensis Q. T. Chen,
S. R. Xiao & Z. Y. Shi. No entanto, P. formosus C se
relacionou mais intimamente com P. sinensis do que com
os outros isolados de P. formosus, a despeito do suporte
fraco, apresentado pela relagdo (probabilidade posterior
= 0.5; Bootstrap = 24). Ja P, saturatus, apesar de mais
proximo de P._formosus que de P. parvisporus, estabeleceu
relag@o mais intima com P, dactylethromorphus Bat. & H.
Maia (probabilidade posterior = 1.0; Bootstrap = 98), o
que pode ser explicado pela situagdo taxonémica historica
de P saturatus. Esta espécie tem como basionimo
(homotipico) P. mandshuricus var. saturatus Nakaz.,
Y. Takeda & Suematsu que, por sua vez, ¢ sindnimo

(ndo homotipico) de P. dactylethromorphus. Dessa
forma, P. saturatus e P. dactylethromorphus tratam-se
biologicamente da mesma espécie.

A cepa de P. parvisporus se agrupou com a sequéncia
de Penicillium daleae utilizada, de forma que a ultima
ndo funcionou como espécie outgroup na analise das
relacdes filogenéticas (Fig. 5). Além disso, a relagdo se
mostrou fortemente suportada (probabilidade posterior
= 1.0; Bootstrap = 89).

DISCUSSAO

Registros da ocorréncia de Paecilomyces em
territério brasileiro, recuperados na base de dados
speciesLink (http://www.splink.org.br), somam 70
relatos georeferenciados de 11 espécies do género,
sendo alguns definidos apenas como Paecilomyces sp.
(Fig.6). Em decorréncia do pequeno nimero de relatos,
os trabalhos desenvolvidos no Brasil, que utilizam ou tém
como foco principal espécies desse género, se referem
principalmente a P. variotii Bainier, pela produgdo de
metabdlitos bioativos (Mioso et al. 2015, Delgado et
al. 2012, Madeira Jr. et al. 2012), P. lilacinus (Thom)
Samson, pelo carater patogénico (Antas et al. 2012, Brito
etal.2011) e P. fumosoroseus (Wize) A. H. S. Br. & G.
Sm., pela atividade antagonista a patdgenos agricolas
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Figura 4. Paecilomyces parvisporus Y.F. Han & Z.Q. Liang, isolado de bagaco de cana-de-agucar cultivada no Cerrado. A. Conidioforo. B.
Conidio6foro destacando os conidios hialinos e ovoides. C. Aspecto micelial, branco (note o aparecimento da cor verde). D. Transi¢ao do mi-
célio de branco a amarelo. Escala da barra =20um.

(Mochi et al. 2010, Lima et al. 2006). Entre os registros,
P. parvisporus aparece em apenas um, correspondendo
a uma amostragem feita nos arredores do municipio de
Ipira, BA, onde foi isolado de Melocactus ernestii Vaupel,
passando a fazer parte da colecao de microrganismos do
centro de colegdes taxonomicas da UFMG. Os dados

0.7

0.8

80

deste registro, no entanto, ndo foram cientificamente
formalizados, de forma a nao haver citagdes cientificas
desta ocorréncia. Por outro lado, ndo existem referéncias
de trabalhos isolando P. formosus no Brasil, havendo
apenas um registro no NCPF (National Collection of
Pathogenic Fungi) inglés, de uma amostra nacional,
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Figura 5. Arvore de maior probabilidade posterior, baseada na relagio filogenética de sequéncias ITS obtidas de espécies de Paecilomyces,
isoladas de bagago de cana, e sequéncias de ITS de Paecilomyces, obtidas no GenBank. Os valores acima dos nos sdo a probabilidade posterior
e os valores abaixo, 0s bootstraps.
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P. amoeneroreus
P. carneus

P. clavisporus

P. farinosus

P. fumosoroseus
P. lilacinus

P. marquandii

P. niveus

P. parvisporus (a)
P. parvisporus (b),
P saturatus e P. formosus
P. sp.
P. variotii
P. zollerniae

Figura 6. Distribuicao geografica de espécies de Paecilomyces no Brasil, inferida a partir de dados recuperados da base speciesLink. O circulo
vermelho destaca a ocorréncia de Paecilomyces parvisporus Y.F. Han & Z.Q. Liang na Bahia e o circulo amarelo refere-se as coordenadas de

amostragem das espécies identificadas neste trabalho.

obtida a partir da planta Annona squamosa e depositada
como P. maximus, o basionimo de P. formosus. Para P.
saturatus, atinica publicacdo cientifica que faz referéncia
a ocorréncia dessa espécie no Brasil trata-se de uma
profunda descri¢do taxondmica para seu basionimo
P. dactylethromorphis, produzida por Batista & Maia
(1957). Contudo, os autores ndo deixam evidente que
a espécie tenha sido isolada a partir de amostras deste
pais. Portanto, a amostragem deste trabalho constitui no
minimo o segundo registro cientifico da ocorréncia de P,
saturatus no Brasil, bem como o primeiro registro formal
doisolamentode P. parvisporus e P. formosus dentro do
dominio cerrado e em solo brasileiro.

Espécies do género Paecilomyces sdo frequentemente
encontradas em habitats acidos, como a silagem
(Escoula 1975, Anderson et al. 1979). Isso explica a
adaptacdo das cepas que isolamos ao bagago da cana,
que apresenta pH de acidez ideal para a ag@o de xilanases
microbianas que atuam sobre residuos lignocelulosidicos
(Kronbauer et al. 2007). Contudo, apenas cinco do
total de isolados fingicos foram identificados como
Paecilomyces, sendo P. formosus mais frequente,
por compreender trés dos isolados. Essa espécie tem
sido isolada em diversas regides do mundo, sendo
fortemente relacionada a casos de endofitismo, onde
a relacdo promove o crescimento vegetal e confere a
planta resisténcia a estresse abiotico (Waqas et al. 2014,
Khan et al. 2012b). Em Cucumis sativus L., Khan et al.
(2012a) mostraram que a associacdo mutualistica com P,
Jformosus confere termotolerancia a espécie. Em Acacia

nilotica (L.) Delliles sp. indica, P. formosus foi isolado
também como endofitico, ocorrendo conjuntamente
com P. sinensis (Haque et al. 2012), agrupadas em um
mesmo clado em nossa analise de relacao filogenética.
Recentemente, variotina e trés formosusinas foram
isoladas de P. formosus, aumentando o interesse sobre
cepas dessa espécie, visto que as formosusinas poderiam
ser utilizadas como inibidores seletivos da polimerase
B em mamiferos (Mizushina et al. 2014). Os inibidores
seletivos de polimerase sdo considerados um grupo de
agentes anti-cancer e anti-parasitarios, potencialmente
uteis pela citotoxidade e por suprimir a proliferacao de
células cancerosas (Sakaguch et al. 2002). Além disso,
cepas de P. formosus, detectadas em amostras de solo e
madeira sugerem que estes fungos podem potencialmente
degradar residuos vegetais (Grafenhan et al. 2011,
Samson et al. 2009). Isso pode explicar a recuperacao
de trés isolados desse fungo nas amostras de bagaco que
analisamos. Este trabalho, contudo, consiste na primeira
referéncia de ocorréncia desta espécie em amostras
naturais brasileiras.

A cepa de P. saturatus analisada apresenta menos
passos mutacionais para as cepas de P. formosus, do que
para a linhagem de P. parvisporus, embora P. saturatus se
diferencie de todos os outros Paecilomyces por produzir
patulina, uma toxina termorresistente que exibe potencial
teratogénico e neurotoxico (Puel et al. 2010), e brefeldina
A, um composto antimicrobiano (Wang et al. 2007).
P. saturatus e seu basionimo P. dactylethromorphus
mostraram-se filogeneticamente relacionados a P.
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formosus. Trabalhos mostram que P. dactylethromorphus

e P._formosus tém perfis semelhantes de susceptibilidade
antifugica, de forma que cepas dessas espécies sejam
comumente confundidas entre si e também com P, variotii
em isolados clinicos (Houbraken et al. 2010), embora
nossos dados ndo identifiquem proximidade filogenética
entre esses dois fungos e P. variotii.

A cepa de P. parvisporus isolada foi mais proxima de
Penicillium daleae do que de outras espécies do género
Paecilomyces, corroborando com a proposta taxonomica
apresentada por Houbraken et al. (2011), de que esta
espécie deveria, na verdade, ser transferida para o género
Penicillium. A divergéncia que originou o clado formado
por essas duas espécies corresponde a diferenciacdo de P,
leycettanus (H. C. Evans & Stolk) Stolk, Samson & H.
C. Evans (Fig. 5). Em analise feita por Inglis & Tigano
(2006), com espécies entomopatogénicas, linhagens
de Talaromyces se agruparam a Penicillium e também
a P. leycettanus, reforgando a idéia de que Penicillium
e Talaromyces nao formam um grupo monofilético
(Berbee et al. 1995, LoBuglio et al. 1993) e sugerindo
que Talaromyces leycettanus H. C. Evans & Stolk
possa ser considerado o teleomorfo para essa espécie
de Paecilomyces. No entanto, mais recentemente, a
revisdo taxonomica do subgénero Biverticillium sugere
a unificagd@o deste subgénero a Talaromyces (Samson et
al. 2011).

Novas espécies, bem como alta frequéncia de
isolamento de Paecilomyces, tém sido relatadas em
trabalhos desenvolvidos na China (Han et al. 2009).
Freed et al. (2011) isolaram espécies de Paecilomyces
em diversas localidades e ecossistemas chineses. De
fato, espécies entomopatogénicas, como Paecilomyces
tenuipes (Peck) Samson (Isaria japonica Yasuda),
tém se popularizado na China, Japdo e Coréia, sendo
habitualmente utilizadas na medicina popular e satde
alimentar (Kikuchi et al. 2004). Por outro lado, Li et
al. (2013) amostraram sete populagdes chinesas de
P. lilacinus e ndo encontraram diferenciagdo genética
entre elas, indicando alto fluxo génico entre populacdes
dessa espécie, em territorio chinés. Fundagdes chinesas,
como a National Natural Science Foundation of China,
tém apoiado pesquisas com esse género e a descoberta
de novas espécies. Com isso, somente entre os anos de
2003 e 20006, P. huaxiensis 7. Q. Liang & Y. F. Han, P,
stipitatus Z.. Q. Liang & Y. F. Han, P. vinaceus Y. F. Han
& Z. Q. Liang (Han et al. 2005a,c), P. cylindricosporus
Z. Q. Liang & Y.F. Han (Liang et al. 2005), P. biformis
Z. Q. Liang, H. L. Chu & Y. F. Han (Liang et al. 2007),
P. cinereus Z. Q. Liang, H.L. Chu & Y. F. Han (Liang
et al. 2006) e P. curticatenatus Z. Q. Liang & Y. F. Han
(Han et al. 2007) foram relatadas e revisdes taxonomicas
propuseram a transferéncia de espécies monofialidicas de
Pacecilomyces para o género Taifanglania (Liang et al.
2009). Na China ocorreu, também, o primeiro relato na
literatura de P. parvisporus (Han et al. 2005b), isolada
de amostras de solo e insetos infectados, coletados na
provincia de Yunnan.

Este ¢ o primeiro relato formal referente ao isolamento
e identificagdo do fungo P. parvisporus ocorrido apds a
publicacdo de Han et al. (2005b). Nosso relato cientifico é
o primeiro a cerca da ocorréncia desta espécie, e também
de P, formosus, em amostras brasileiras. Esperamos, com
este trabalho, estimular a avaliagdo do potencial destes
microrganismos em processos bioquimicos, tal como
tem sido feito para outras espécies Paecilomyces (Zerva
et al. 2014). E possivel que estes microrganismos sejam
fontes futuras para a obteng@o de enzimas celuloliticas
e xilanoliticas, que podem auxiliar na produg¢do de bio-
etanol lignocelulosidico.

CONCLUSAO

A utiliza¢do do bagaco de cana-de-aclicar para a
prospecgao de linhagens fingicas produtoras de enzimas
lignocelulosidicas levou ao isolamento de P. formosus,
P, saturatus e P. parvisporus, que apresentam potencial
para a producdo biotecnoldgica de bioetanol. Os resul-
tados obtidos reafirmam a importancia de se catalogar
a biodiversidade brasileira e avaliar sua utilizagdo em
diferentes nichos industriais.
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