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RESUMO

Mucorales sdo fungos morfologicamente simples pertencentes ao subfilo Mucoromycotina,
caracterizados pela producéo de esporos de origem sexuada, denominados zigdsporos. Em maioria,
esses microrganismos sdo saprobios e comumente isolados de solo, excrementos, graos estocados,
plantas, de outros fungos, de vertebrados e invertebrados. Embora os Mucorales tenham sido
estudados em alguns paises, como Brasil, Estados Unidos, China, India e Inglaterra, poucos sio 0s
relatos sobre a comunidade desses fungos em regides semiaridas. Espécies dessa ordem tém sido
amplamente estudadas, ndo apenas pelas relagcdes ecologicas que estabelecem com outros seres nos
ecossistemas, mas pelo elevado potencial biotecnoldgico que apresentam, tendo algumas sido
citadas como promissoras para a producdo de biosisel. Desta forma, essa dissertacdo teve como
objetivos inventariar e comparar as comunidades de Mucorales em excrementos de diferentes
espécies e racas de animais herbivoros do semiarido de Pernambuco, pela frequéncia de ocorréncia
e riqueza de espécies, bem como conhecer e quantificar os acidos graxos da biomassa dos taxons.
Foram realizadas oito coletas de excrementos de bovinos (Bos taurus L.), caprinos (Capra hircus
L.) e ovinos (Ovis aries L.) nas estacfes do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), localizadas
nas cidades de Arcoverde, Serra Talhada e Sertania. As amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos limpos, transportadas ao laboratério e incubadas em camaras Umidas, em triplicata, por 10
dias. Para a extracdo de acidos graxos, indculos utilizados para o crescimento em meio liquido
foram obtidos a partir de culturas crescidas em placas de Petri contendo BDA durante cinco dias a
28°C. Apos este periodo, blocos de gelose foram transferidos para os Erlenmeyers contendo 100 mL
de MEA e incubados a 28°C por 7 dias, sob rotacdo. Apds o crescimento, 10 mg da biomassa de
cada espécie foram pesadas para a extracdo e metilacdo dos acidos graxos e, em seguida, analisadas
por cromatografia gasosa. Foram isolados 24 taxons de Mucorales distribuidos entre Absidia,
Circinella, Cunninghamella, Lichthemia, Mucor, Pilobolus, Rhizopus e Syncephalastrum. Os
excrementos de ovinos apresentam maior riqueza de espécies de Mucorales, seguidos pelos de
bovinos, sendo M. circinelloides f. griseocyanus o mais frequente, seguido por M. ramosissimus. A
composicdo das espécies de Mucorales foi mais similar entre as ragcas Guzera e Sindi (bovinos),
seguidas por Girolando (bovino) e Morada Nova (ovino). Treze &cidos graxos diferentes foram
encontrados na biomassa dos Mucorales, estando os acidos palmitico e o oléico presentes em todas
as espécies analisadas. Maiores concentracGes de &cidos graxos foram verificadas para o acido
oléico em M. circinelloides f. griseocyanus e em C. echinulata var. echinulata, tendo Lichtheimia

brasiliensis apresentado a mais variada composicdo desses acidos.

Palavras-chave: Caatinga. Excremento. Herbivoros. Lipideos. Mucoromycotina.



ABSTRACT

Mucorales are morphologically simple Mucoromycotina characterized by the production of
zygospores. These microorganisms are commonly isolated as saprobes from soil, dung, stored grain,
plants, other fungi, vertebrates and invertebrates. Although these fungi have been studied in several
countries, such as Brazil, USA, China, India and England, there are relatively few reports of these
fungi in semiarid areas. Mucorales have been widely studied for the ecological relationships they
establish with other beings in ecosystems. Some of these microorganisms have been cited as
promising for industrial scale biodiesel production. Therefore, the aim of the present study was to
assess and compare the Mucorales communities in the dung of different species and breeds of
herbivores in the semiarid region of Pernambuco, based on the frequency of occurrence and species
richness, as well as to quantify fatty acids from the biomass of the taxa. Eight samplings of cattle
(Bos taurus L.), goat (Capra hircus L.) and sheep (Ovis aries L.) dung were performed at IPA
(Instituto Agronémico de Pernambuco) stations in the cities of Arcoverde, Serra Talhada and
Sertania. The samples in triplicate were placed in clean plastic bags for transportation to the
laboratory and then incubated in moist chambers for 10 days. For the extraction of fatty acids the
inoculum used for the growth in liquid medium was obtained from cultures grown in Petri dishes
containing PDA at 28°C for five days. After this time blocks of agar were transferred to Erlenmeyer
flasks containing 100 mL of MEA and incubated at 28 °C for 7 days under rotation. After
cultivation, 10 mg of biomass was weighed for the extraction and methylation of fatty acids, before
being analyzed using gas chromatography. Altogether, 24 taxa of Mucorales distributed among
Absidia, Circinella, Cunninghamella, Lichthemia, Mucor, Pilobolus, Rhizopus and
Syncephalastrum were identified. The highest species richness was found in sheep excrement.
Mucor circinelloides f. griseocyanus was the most common taxon, followed by M. ramosissimus.
The similarity of the composition of Mucorales species was greatest between the Guzera and Sindi
breeds (cattle), followed by Girolando (cattle) and Morada Nova (sheep). Thirteen different fatty
acids were found in the biomass of the Mucorales, with palmitic and oleic acid found in all species.
The greatest fatty acid concentrations were found for oleic acid in M. circinelloides f. griseocyanus
and C. echinulata var. echinulata. Lichtheimia brasiliensis exhibited the most varied composition of

these acids.

Keywords: Caatinga. Dung. Herbivore. Lipids. Mucoromycotina
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1. INTRODUCAO

O subfilo Mucoromycotina Benny, um dentre os quatro subfilos propostos para abrigar
algumas espécies do tradicional Zygomycota C. Moreau (filo ndo aceito na nova classificacdo por
ser polifilético) (Hibbett et al., 2007; Hoffmann et al., 2011; Humber, 2012), abrange fungos em
maioria saprobios, caracterizados pela producédo de esporos de origem sexuada, com parede espessa,
denominados zigdsporos. Esses fungos sdo comumente isolados de solo, de grdos estocados, de
plantas, de vertebrados, invertebrados e de excrementos de animais, principalmente de herbivoros e
roedores (Alexopoulos et al., 1996). A ordem Mucorales Fr., a maior em nimero de espécies dentro
de Mucoromycotina, comporta fungos formados por hifas cenociticas, contendo septos apenas na
base das estruturas de reproducdo ou apresentando septos espacados de forma irregular em colénias
mais antigas, e que produzem estruturas assexuadas, COMO esporangios, esporangiosporos,
esporangiolos, merosporangios e merdsporos (Santiago et al., 2013a).

Embora a mega-diversidade de fungos tropicais seja reconhecida, existe a necessidade de se
ampliar o conhecimento sobre as espécies e as relagdes destas com 0s substratos e organismos sobre
0s quais vivem e se alimentam (Hawksworth, 1991). Em relagdo aos Mucoromycotina, no Brasil, 74
tdxons pertencentes a 20 géneros foram reportados em Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Minas
Gerais, Paraiba, Pernambuco e S&o Paulo (Santiago, 2014). Desses, 42 taxons foram isolados de
excrementos de herbivoros, sendo esse um substrato altamente favoravel para o isolamento desses
fungos. Em se tratando do semiarido nordestino, os relatos da ocorréncia desses microrganismos
sdo extremamente escassos, tendo sido reportados apenas 18 taxons de solo (Santiago, 2014) e onze
espécies de excrementos de herbivoros (Lima, 2014), o que obviamente ndo retrata a real riqueza
dos Mucorales no dominio Caatinga. Portanto, é necessaria a realizacdo de estudos taxonémicos e
ecologicos em regiGes semiaridas, pois inventarios em areas e substratos ainda ndo avaliados
proporcionam o registro de taxons ndo relatados anteriormente. AvaliacBes quantitativas e
qualitativas das comunidades dos Mucoromycotina, a partir dos dados populacionais, sao
importantes para 0 conhecimento do comportamento das comunidades dos fungos coprofilos,
fornecendo importantes informacdes ecoldgicas.

O interesse de muitos pesquisadores sobre os Mucorales tém aumentado nos ultimos anos,
ndo apenas pelas relacbes ecoldgicas que esses fungos estabelecem com outros seres nos
ecossistemas, mas também pela importancia econdmica que apresentam. Algumas espécies sdo
parasitas e patdgenas de plantas, fungos e animais (Partida-Martinez & Hertweck, 2005). Em
contraste, alguns taxons de Mucor Fresen., Cunninghamella Matr. e Rhizopus Ehrenb. sdo capazes

de sintetizar produtos industriais, como amilase, lipase, inulinase, pectinase, renina, protease e
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outros metabolitos (Alves et al., 2005; Santiago & Souza-Motta, 2006). Outras sdo empregadas na
producdo dos acidos citrico, linolénico, aracdénico, oxalico e lactico (Kavadia et al., 2001,
Magnuson & Lasure, 2004). Na industria de alimentos, espécies de Rhizopus sdo consideradas
importantes fermentadoras utilizadas na producdo de alimentos asiaticos, como o tofu e o sofu, e
alguns taxons de Thermomucor foram citados como promissores para a producdo de proteases
coagulantes do leite (Nout & kiers, 2005; Merheb-Dini et al., 2010; Xuefeng et al., 2011).

A elevacdo da poluicdo ambiental em todo o planeta, decorrente da queima de combustiveis
fésseis, a reducdo projetada no abastecimento do petréleo e o consequente aumento dos pregos
desses combustiveis tém estimulado pesquisas relacionadas a descoberta de fontes alternativas e
renovaveis de combustivel. Diante disso, 0 biocombustivel tem se destacado como uma fonte de
energia renovavel, produzida a partir de biomassa vegetal ou animal por transesterificacdo e
esterificacdo de triglicerideos, em que ésteres de acidos graxos sdo produzidos (Meng et al., 2009).
A composicdo dos acidos graxos da membrana plasmética dos microrganismos é semelhante a dos
6leos vegetais de palma, de colza e da soja transgénica, usados para produzir biodiesel na China,
Estados Unidos, Europa e no sudeste asiatico (Antolin et al., 2002; Ravikumar et al., 2012). Nesse
contexto, fungos filamentosos oleaginosos tém sido sugeridos como matéria prima favoravel para a
producdo de combustiveis sustentiveis. Mucor circinelloides Tiegh., foi citada como promissora
para a producdo de biodiesel em escala industrial (Vicente et al., 2009), tendo 0 mesmo sido
verificado para Umbelopsis isabellina (Oudem.) W. Gams (citada como Mortierella isabellina
Oudem.) e U. vinacea (Dixon-Stew.) Arx (citada como M. vinacea Dixon-Stew.) (Meng et al.,
2009). Esse processo da producdo envolve reacdes de transesterificacdo e esterificacdo de acidos
graxos extraidos da biomassa oleaginosa desses fungos na presenca de um catalizador acido
(Ratledge, 2002). O elevado nivel desses lipideos no micélio, a excelente producdo de biomassa
durante cultivo submerso em biorreatores usando diferentes fontes de carbono (Mclintyre et al.,
2002) e a capacidade comprovada em crescer em tanques fermentadores industriais favorecem a
utilizacdo desses fungos para a producdo de biodiesel (Ratledge, 2004). Dessa forma, é possivel que
outros taxons de Mucoromycotina ainda nao estudados para a produgéo de biocombustiveis também
sejam boas alternativas para a producdo do biodiesel, o qual apresenta vantagens em relagdo ao
diesel atualmente comercializado, como menor emissdo de poluentes, baixa toxicidade e melhor
biodegradacdo. Considerando a importancia biotecnoldgica e ecoldgica dos Mucorales e, tendo em
vista 0 conhecimento limitado desse grupo de fungos em regides semiaridas, esse trabalho objetivou
inventariar e comparar as comunidades de Mucorales em excrementos de diferentes espécies e racas
de animais herbivoros do semiarido de Pernambuco, pela frequéncia de ocorréncia e riqueza de

espécies, bem como conhecer e quantificar os &cidos graxos da biomassa dos taxons isolados.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 MUCOROMYCOTINA Benny

O subfilo Mucoromycotina € um dentre os quatro subfilos propostos por Hibbett et al.
(2007) para abrigar as espécies das ordens Mucorales e Endogonales Moreau ex R. K. Benjamin,
desde que James et al. (2006) sugeriram a polifilia do grupo. Inicialmente o subfilo foi proposto
abrigando, além das duas ordens supracitadas, Mortierellales Caval.-Sm (Hibbett et al., 2007), até
que Hoffman et al. (2011) propuseram, com base em analises filogenéticas multigénicas e
morfoldgicas, a elevacdo dessa ordem a categoria taxondmica do subfilo Mortierellomycotina
Kerst. Hoffm., Kerst. VVoigt & P. M. Kirk.

Os membros de Mucoromycotina sdo caracterizados morfologicamente por produzirem
esporos sexuais denominado de zigosporos, desenvolvidos dentro do zigosporangio e resultantes da
fusdo de dois gametangios (Kendrick, 2000). Os zigdsporos apresentam parede espessa, lisa ou
ornamentada, de coloracdo geralmente marrom escura ou negra, podendo permanecer em laténcia
em condicGes adversas durante longos periodos (Benny et al., 2001). A reproducdo assexuada
ocorre através da producdo de esporos contidos no interior de esporangios, esporangiolos ou
merosporangios, localizados no apice de hifas férteis (Benjamin, 1979). Em algumas espécies pode
ocorrer a formacdo assexuada de clamidésporos ou artrésporos, enquanto a gemacgao ocorre nos
individuos dimorficos como, por exmplo, M. indicus Lendn. (Alexopoulos et al., 1996).
Caracteristicamente os Mucoromycotina sdo formados por hifas cenociticas ou esparsamente
septadas, com o0s septos apenas delimitando estruturas reprodutivas ou abundantes em coldnias
velhas, apresentando um micélio bem desenvolvido com aspecto cotonoso. Cores variadas podem
ser observadas nas coldnias dos representantes do grupo, desde tons em branco, creme, cinza,
marrom, amarelo e laranja, que podem variar de acordo com a temperatura de incubacdo, com a
presenca ou auséncia da luz e com a composicao do meio de cultura (Trufem et al., 2006; Benny,
2010).

Este subfilo compreende microrganismos em maioria saprofiticos, embora algumas espécies
do grupo possam ser parasitas de plantas, de outros fungos, de invertebrados e vertebrados,
incluindo seres humanos. E um grupo de fungos heterogéneo e ubiquo que vive nos mais variados
substratos (Alexopoulos et al., 1996). A capacidade de adaptacdo dos Mucoromycotina as
condi¢cdes ambientais adversas, resultado de seu mecanismo fisiologico, bioquimico e genético,
reflete-se em estratégias especificas de desenvolvimento, maturacéo, diferenciacdo e sobrevivéncia,
permitindo a colonizagdo pioneira dos substratos, degradando agucares menos complexos (Trufem,
1981; Carlile & Watkinson, 2001; James & O’Donnell, 2004).
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2.2 MUCORALES Schroter

Dentre os Mucoromycotina, a ordem Mucorales apresenta 0 maior nimero de taxons, com
mais de 300 especies descritas (Hawksworth et al., 1995). Inicialmente, a ordem abrigava quatro
familias (van Tieghem, 1878), tendo outras sido posteriormente incluidas. Hesseltine (1955) propos
as familias Choanephoraceae J. Schrot.,, Cunninghamellaceae Naumov ex R.K. Benj.,
Endogonaceae Paol., Kickxellaceae Linder, Mortierellaceae A. Fisch., Mucoraceae Dumort.,
Pilobolaceae Corda e Thamnidiaceae Fitzp. Benjamin (1959), Boedijn (1959) e Ellis & Hesseltine
(1974) adicionaram Syncephalastraceae Naumov ex R.K. Benj., Piptocephalidaceae J. Schrot.,
Dimargaritaceae R.K. Benj., Helicocephalidaceae Boedijn, Radiomycetaceae Hesselt. & J.J. Ellis e
Saksenaeaceae Hesselt. & J.J. Ellis. Algumas dessas familias, entretanto, tornaram-se ordens, como
Dimartaritales R. K. Benjamin, Endogonales, Kickxellales Kreisel ex R. K. Benjamin e Zoopagales
Bessey ex R. K. Benjamin, enquanto outras foram reposicionadas dentro dessas ordens por
Benjamin (1979). Benny (2009) considerou apenas as familias Mucoraceae Dumortier e
Umbelopsidaceae W. Gams & W. Meyer, propondo a sinonimizacdo de todas as outras com
Mucoraceae. No entanto, Voigt & Olsson (2008) e Voigt et al. (2009), baseados em resultados de
analises filogenéticas, sugeriram a separacdo de muitas familias de Mucoraceae, dentro da ordem
Mucorales. Atualmente sdo reconhecidos 55 géneros pertencentes a essa ordem distribuidos entre
14 familias: Backusellaceae K. Voigt & P.M. Kirk, Choanephoraceae J. Schrot.,
Cunninghamellaceae, Lentamycetaceae K. Voigt & P.M. Kirk, Lichtheimiaceae Kerst. Hoffm., G.
Walther & K. Voigt, Mucoraceae, Mycotyphaceae Benny & R.K. Benj., Phycomycetaceae Arx,
Pilobolaceae, Radiomycetaceae, Rhizopodaceae K. Voigt & P.M. Kirk, Saksenaeaceae,
Syncephalastraceae e Umbelopsidaceae W. Gams & W. Mey. (Benny et al., 2009; Hoffmann et al.,
2013).

A maioria dos Mucorales exibe um rapido crescimento, mesmo em meios de cultura pobres
em nutrientes, sendo esses 0s primeros fungos a colonizarem a maioria dos substratos, degradando
acucares simples, complexos, como hemicelulose, lipidios e proteinas (Domsch et al., 1993; Dix &
Webster, 1995). Em geral, os Mucorales apresentam micélio cenocitico de aspecto cotonoso,
embora septos possam ser observados na base de estruturas reprodutivas ou quando o micélio
envelhece (Alexopoulos et al., 1996). Diferenciagdes do micélio, como rizoides e estoldes séo
comumente visualizadas, bem como a formacdo de clamiddésporos nas hifas vegetativas ou em
estruturas de reproducdo assexuada, sendo essas algumas das estruturas que podem auxiliar os

taxonomistas na distin¢do de algumas espécies dentro do grupo (Kirk et al., 2008).
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A reproducdo assexuada ocorre pela formacdo de aplandsporos produzidos no interior de
esporangios (uni ou multiesporados), dispostos no apice de esporangiéforos que podem estar
isolados ou agregados, eretos ou circinados e com variacdes em padres de ramificacdo, desde
simples ou monopodial, até ramificacbes cimosas, racemosas e simpodiais (Viriato, 2013). Em
algumas espécies dessa ordem, variacfes morfoldgicas dos esporéngios sdo visualizadas, como
esporangiolos, esporangios unisporados Ou COmM poucos esporangidsporos, ou ainda como
merosporangios, esporangios cilindricos ou claviformes que portam merosporangiosporos (ou
merosporos) dispostos em cadeia (Alexopoulos et al., 1996; Alvarez, 2013). Nos Mucorales a
reproducdo sexuada ocorre através da formacdo de zigdsporos produzidos em zigosporangios,
decorrentes da fusdo de gametangios geneticamente compativeis. O homotalismo e a reproducao
sexuada s80 menos comuns Nesses microrganismos e, em varias espécies, a presenca do zigdsporo
ainda ndo foi documentada (O’Donnell et al., 2001).

De distribuicdo cosmopolita, os Mucorales ocorrem como oligotroficos ou mesotroficos
(Richardson, 2009). Esse grupo de fungos € representado, em maioria, por espécies saprofiticas,
comumente isoladas do solo, de frutos, excrementos de herbivoros e de graos estocados (Santiago,
2008). Desempenham um papel ecoldgico importante nos processos de biodegradacao, degradando
matéria organica vegetal ou animal, sendo precursores no processo de sucessdao ecoldgica e se
apresentando como excelentes competidores, decorrente de capacidade de producdo enzimética que
0s permite colonizar uma grande variedade de substratos (Dix & Webster, 1995; Bills et al., 2004;
Richardson, 2009; Santiago & Cavalcanti, 2011). Mucorales podem ser parasitas de outos fungos,
como espécies de Parasitella Bainier, que estabelecem uma interacdo micoparasitaria com outros
Mucorales (Partida-Martinez & Hertweck, 2005; Benny, 2009); patdégenos de plantas, infectando
orgdos e frutos, como Choanephora cucurbitarum (Berk. & Ravenel) Thaxt., R. arrhizus var.
arrhizus A. Fisch. e R. stolonifer (Ehrenb.) Vuill. (Dennis, 1983; Howell, 2002); ou podem causar
infeccBes sistémicas em seres humanos (Ex: M. irregularis Stchigel, Cano, Guarro & E. Alvarez),
especialmente nos individuos imunocomprometidos (Ribes et al., 2000; Roden et al., 2005; Skiada
et al., 2011; Hoffman et al., 2013). Outras espécies dessa ordem sdo conhecidas por causarem
apodrecimento de frutos e sementes estocadas, acarretando prejuizos econdmicos em varias partes
do mundo (James & O’Donnell, 2004; Trufem et al., 2006). Em contraste, aplicagdes benéficas
desses fungos podem ser observadas. Varios Mucorales sdo capazes de produzir enzimas de
interesse biotecnoldgico, como amilases, inulinases, celulases e tanases, sendo importantes para a as
industrias farmacéutica, téxtil e de alimentos (Cordeiro Neto et al., 1997; Alves et al., 2005;
Santiago & Souza-Motta, 2006). Espécies de Rhizopus e Mucor sdo utilizadas na conversdo de
esterdis e na producdo de bebidas alcodlicas a partir do amido, além de serem empregadas na

producéo de fermentados & base de soja, produzidos na Asia, conhecidos como Tempeh (Trufem,
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1981; Hesseltine, 1986; Nout & Kiers, 2005; Alvarez, 2013). Outras espécies sdo utilizadas na
sintese de licopenos (Wu et al., 1999; Hoffman et al., 2013), na producdo de &cidos organicos
(Kavadia et al., 2001; Magnuson & Lasure, 2004) e em processos de biorremediacdo de metais
pesados (Yan & Viraraghavan, 2003; Zafar et al., 2007).

2.2.1 Absidia Tiegh. e Lichtheimia Vuill.

O género Absidia abrange espécies em maioria saprobias, comumente isoladas de solo, de
excrementos de animais e de outros substratos em decomposic¢do, embora algumas espécies sejam
agentes causais de mucoromicoses em animais e em seres humanos (Benny, 2010).
Caracteristicamente esses microrganismos produzem esporangioforos a partir de estoldes, nunca
apostos aos rizoides, e esporangios apofisados e piriformes com parede deliquescente (Helsseltine
& Ellis, 1964). Em geral, os esporangioforos sdo eretos, simples ou levemente ramificados,
frequentemente dispostos em fasciculos ou em verticilos em uma base comum. Os
esporangiosporos apresentam-se hialinos e sem estriacdes, sendo produzidos em esporangios
multiesporados. As columelas podem variar em forma, sendo comumente conicas ou hemisféricas,
podendo portar, ou ndo, projecdes apicais. A reproducdo sexuada ocorre pela producdo de
zigosporos a partir da conjugacdo de gametangios geneticamente compativeis (Hoffmann et al.,
2007).

Hesseltine & Ellis (1964) e Ellis & Hesseltine (1965, 1966), agruparam as espécies de
Absidia destinguido-as de acordo com a morfologia dos esporangidsporos, em cilindricos, globosos
e ovoides. Ainda na série de estudos sobre o género, 0s autores propuseram a inclusdo do subgénero
Mycocladus dentro de Absidia, com base na capacidade de algumas espécies crescerem em
temperaturas elevadas e de produzirem zig6sporos desprovidos de apéndices e esporagiéforos
dispostos de forma randémica no estoldo, sem a presenca clara de verticilos (Hesseltine & Ellis,
1964). Hoffmann et al. (2007), revisaram o género com base em estudos filogenéticos,
morfolégicos e fisioldgicos, reclassificando as espécies em trés grupos: micoparasitas, espécies que
crescem em até 20°C, sendo potencialmente patogénicas as outras espécies de Mucorales;
mesofilicas - apresentam crescimento vegetativo em temperaturas entre 20 e 34°C; termotolerantes -
espécies com crescimento 6timo em temperaturas elevadas (35 e 47°C). Os autores reportaram a
producdo de zigdsporos sem apéndices nas espécies termotolerantes, sugerindo que A. blakesleeana
Lendn., A. corymbifera (Cohn) Sacc. & Trotter., A. hyalospora. (Saito) Lendn e A. ramosa (Zopf)
Lendn. fossem transferidas para Mycocladus (Hoffmann et al., 2007).

ApO6s uma revisdo minuciosa da descricdo original de M. verticillata, Hoffmann et al. (2009)
verificaram que essa espéecie ndo € termotolerante, ja que ndo cresce acima de 40°C, tendo o seu

crescimento 6timo a 30°C. Além disso, as células suspensoras dos zigosporangios de M. verticillata
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apresentam apéndices e a parede zigosporangial é ornamentada com escalas (ou tubérculos),
caracteristicas sexuais correspondentes a Lentamyces parricida. Hoffmann & WVoigt (2009)
propuseram o género Lentamyces Kerst. Hoffm. & K. Voigt, abrigando as espécies micoparasitas
do grupo. Hoffmann et al. (2009), considerando a elevada probabilidade da cultura de M.
verticillata observada por Beauvérie ser uma co-cultura de Absidia sp. mesofilica com Lentamyces
sp., transferiram as especies termotolerantes para o género Lichtheimia Vuill. (Muillemin 1903),
cuja espécie tipo é L. corymbifera (Cohn) Vuill. Assim, foram validadas L. blakesleeana (Lendn.)
Kerst. Hoffm., Walther & K. Voigt, L. corymbifera, L. hyalospora (Saito) Kerst. Hoffm., Walther &
K. Voigt e L. ramosa (Zopf) Vuill.; e a familia Lichteimiaceae K. Hoffm., G. Walther & K. Voigt
foi criada. Em seguida, Alastruey-lzquierdo et al. (2010) transferiram A. ornata A.K. Sarbhoy para
Lichtheimia [L. ornata (A.K. Sarbhoy) A. Alastruey-lzquierdo & G. Walther, comb. nov.],
descreveram Lichtheimia sphaerocystis A. Alastruey-lzquierdo & G. Walther e colocaram L.
blakesleeana em sinonimia com L. hyalospora. Santiago et al. (2014) descreveram L. brasiliensis
A.L. Santiago, Lima & Oliveira de solo. De acordo com o Species Fungorum (2014), 24 espécies de
Absidia sdo atualmente aceitas.

Lichtheimia apresenta individuos em maioria saprobios, habitando o solo ou material vegetal
em decomposicédo (Alastruey-lzquierdo et al., 2010). No entanto, estima-se que aproximadamente
5% de casos de mucoromicoses em todo o mundo sejam causados por espécies desse género
(Schwartze et al., 2014), numero esse que, segundo Alastruey-lzquierdo et al. (2010), pode estar
subestimado. Segundo Alastruey-lzquierdo et al. (2010) e Schwartze et al. (2012), o potencial de
viruléncia de espécies de Lichtheimia pode estar ligado a tolerdncia dessas as temperaturas
elevadas. Dentre as espécies do género, apenas L. corymbifera e L. ramosa tém sido reportadas
como patogenas.

O género Lichtheimia é constituido por representantes predominantemente termotolerantes,
ndo fototropicos. Esporangioforos eretos ou levemente curvados, raramente com septos
subesporangiais, sao visualizados, bem como esporangios multiesporados, esféricos ou
subpiriformes, apofisados. As columelas podem esféricas, hemisesféricas, espatuladas e
ocasionalmente cnicas, com ou sem uma ou mais projecdes. Os esporangiosporos sao comumente

subglobosos ou elipisoides (Hoffmann et al., 2009).
2.2.2 Circinella Tiegh. & G. Le Monn.

Circinella (1873) inclui espécies intimamente relacionadas com Mucor, sendo o primeiro
género diferenciado do segundo pela producdo de esporangioféros com ramificagfes circinadas na
porcdo terminal (Arambarri & Cabello, 1996). Espécies desse género sdo saprobias do solo e de

excrementos de herbivoros (Gonzélez et al., 2010; Santiago et al., 2011). Os esporangios de
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Circinella s&o multiesporados, mais ou menos globosos, com parede esporangial persistente. Uma
apofise inconspicua pode ser observada em algumas espécies. A reproducdo sexuada é conhecida
em trés espécies, C. angarensis (Schostak.) Zycha, C. muscae (Sorokin) Berl. & De Toni e C.
umbellata Tiegh. & G. Le Monn (Benny, 2014). Hesseltine & Fennel (1955) revisaram o género e
descreveram: C. umbellata Tiegh. & Le Monn., C. minor Lendn., C. angarensis, C. mucoroides
Saito, C. muscae, C. simplex Tiegh., C. rigida G. Sm. (= M. durus Walther & de Hoog) e C. linderi
Hesselt. & Fennell Sm. [=Fennellomyces linderi (Hesselt. & Fennell) Benny & R.K. Benj.]. Os
autores propuseram a retirada de C. tenella (=M. circinelloides). Baseados em analises filogenéticas
da regido LSU (rDNA), Walther et al. (2013) reportaram o género como sendo polifilético, estando
a maioria das espécies alocadas na familia Lichtheimiaceae. De acordo com o Species Fungorum,
atualmente, oito espécies sdo aceitas: C. angarensis, C. chinensis H. Nagan. & Kaojiro, C.
lacrymispora Aramb. & Cabello, C. minor, C. muscae, C. mucoroides Saito, C. simplex e C.

umbellata.
2.2.3 Cunninghamella Matr.

O género Cunninghamella é caracterizado por apresentar esporoforos eretos com
ramificacBes em varios padrdes: verticiladas, pseudoverticiladas ou de tamanhos diferentes em um
mesmo esporoforo, algumas vezes ramificando de modo sucessivo. Esporangiolos uni-esporados
sdo produzidos (Zheng et al., 2001). Esse género abriga espécies frequentemente encontradas em
solos, grdos estocados e outros substratos organicos (Baijal & Mehrotra, 1980). Algumas espécies
séo patdgenas de seres humanos, principalmente os imunocomprometidos (Hsieh et al., 2013).

As espécies de Cunninghamella tém sido tradicionalmente diferenciadas com base em
caracteristicas morfoldgicas, como a cor e textura das col6nias, o padrdo de ramificacdo dos
espordforos, a forma e dimensdo das vesiculas e a forma, dimenséo e cor dos esporangiolos, bem
como a presenca ou auséncia e o comprimento das projecdes desses esporangiolos (Zheng & Chen,
2001). Estudos moleculares demostraram que Cunninghamella é monofilético, sendo Absidia,
Halteromyces Shipton & Schipper e Chlamydoabsidia Hesselt. & JJ Ellis, os Mucorales
filogeneticamente mais proximos (Hoffmann et al. 2013; Walther et al. 2013).

Liu et al. (2001) e Zheng & Chen (2001), monografaram o género com base em critérios
morfologicos, temperaturas de crescimento, compatibilidade sexual, formacdo dos zigosporos e
dados moleculares, resultando na classificacdo de 12 espécies e quatro variedades. Atualmente sdo
aceitas: C. elegans Lendn., C. binariae R.Y. Zheng, C. blakesleeana Lendn., C. clavata R.Y. Zheng
& G.Q. Chen, C. echinulata (Thaxt.) Thaxt. ex Blakeslee., C. homothallica, C. intermedia K.B.
Deshp. & Mantri, C. multiverticillata R.Y. Zheng & G.Q. Chen, C. phaeospora Boedijn, C. septata
R.Y. Zheng e C. vesiculosa (Species Fungorum, 2014).
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2.2.4 Mucor Fresen.

Espécies de Mucor produzem esporangidforos simples ou ramificados, surgindo diretamente
do substrato, e que portam esporangios ndo apofisados, globosos e/ou subglobosos. Poucas espécies
apresentam rizoides (ex: M. luteus Linnem. ex Wrzosek) e estolGes ndo sdo produzidos (Benny,
2014). Esse género apresenta distribuicdo cosmopolita, sendo a maioria das espécies descritas
saprobias, podendo ser isoladas de uma grande variedade de substratos, como solo, gréos, flores,
frutos, material vegetal em decomposicdo, agaricos carnosos e excrementos de herbivoros
(Helsseltine & Ellis, 1973; Trufem, 1981a; Alexopoulos et al., 1996, Viriato, 1996). Alguns taxons
do género tém sido descritos como agentes causais de micoses cutaneas em seres humanos (Alvarez
etal., 2011).

Segundo Domsch et al. (1993), dentre os Mucorales, Mucor apresenta 0 maior nimero de
espécies descritas. Em uma série de estudos, Shipper (1973, 1975, 1976, 1978), monografou o
género e descreveu 39 espécies, quatro variedades e 11 formas. Posteriormente, 17 espécies foram
propostas (Mehrotra & Mehrotra, 1978; Mirza et al., 1979; Subrahmanyam, 1983; Chen & Zheng,
1986; Schipper, 1989; Schipper & Samson, 1994; Watanabe, 1994; Zalar et al., 1997; Pei, 2000;
Alves et al., 2002; Jacobs & Botha 2008; Alvarez et al., 2011; Hermet et al. 2012; Madden et al.,
2012). No entando, o nimero exato de tdxons validos é desconhecido. De acordo com Gherbawy et
al. (2010), € possivel que o nimero de espécies validas posssa variar entre 50 a 75. Nos ultimos seis
anos guatro novos taxons foram reportados para o género: M. lanceolatus Hermet, M. ellipsoideus
Ed. Alvarez, Cano, Stchigel, Deanna A. Sutton & Guarro, M. renisporus K. Jacobs & Botha e M.
nidicola A.A. Madden, Stchigel, Guarro, Deanna A. Sutton & Starks.

Vérias espécies de Mucor apresentam importancia biotecnolédgica, sendo utilizadas em
processos industriais e na elaboracdo de diferentes tipos de alimentos asiaticos (Abe et al. 2004;
Millati et al., 2005). Em contraste, membros do género, depois de Rhizopus, sdo considerados 0s
agentes de maior relevancia clinica dentre os Mucorales, tendo M. circinelloides, M. indicus
Lendn., M. irregularis Stchigel, Cano, Guarro & Ed. Alvarez, M. racemosus Bull. e M.
ramosissimus Samouts. sido reportadas como causadoras de infecgdes em humanos (Hoog et al.,
2000; Ribes et al., 2000; Alvarez et al., 2009; Lu et al., 2013).

Estudos moleculares tém demostrado que o género é polifilético (O’Donnell et al., 2001
Kwasna et al., 2006; Jacobs & Botha, 2008; Budziszewska & Piatkowska, 2010; Alvarez et al.,
2011). De acordo com Walther et al. (2013), embora a polifilia de Mucor seja indiscutivel, apenas
algumas linhagens dentro do género sdo claramente reconhecidas. Os autores reportaram que

algumas destas linhagens apresentam uma combinacao de caracteristicas comuns, como o tamanho
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do esporangio e o padrdo de ramificacdo do esporangiéforo. Desta maneira, os autores dividiram o
género em 6 grupos: M. mucedo L., M. flavus Bainier., M. hiemalis Wehmer, M. racemosus, M.
amphibiorum Schipper, M. recurvus E.E. Butler, com base em relacGes filogenéticas inferidas a
partir de dados da regido LSU (rDNA).

2.2.5 Pilobolus Tode

Pilobolus é constituido por espécies coprofilas obrigatérias de ditribuicdo cosmopolita (Hu
et al., 1989; Krug et al., 2004). As espécies desse género se caracterizam pela producdo de um
trofocisto, separado da hifa por um septo. Essa estrutura se encontra inserida no substrato, embora
em algumas espécies a mesma pode ser visualizada na porcdo externa do excremento, sendo
geralmente cilindricas ou ovoides, por vezes longas, dando origem ao esporangioféro. Os
esporangioforos sao fototrdpicos, eretos ou levemente curvados, podendo ser observados a olho nu
ou com o auxilio de uma lupa. Nesses esporangioforos sdo observadas vesiculas sub-esporangiais,
geralmente amarelo-alaranjadas, bem como esporangios negros, hemisféricos e cutinizados que sdo
forcosamente ejetados na maturidade. Os esporangidsporos sdo elipséides, subglobosos para
globosos, subhialinos e amarelados (Hu et al., 1989).

As espécies de Pilobolus apresentam um método incomum de dispersdo de esporos. A
elevada concentracdo de substancias dissolvidas, principalmente ions fosfato e oxalato, aumenta a
pressao no interior das vesiculas subesporangiais até o ponto em que elas explodem, de modo que
0s esporangios sdo forcosamente ejetados e impelidos a distancias superiores a 3 metros (Foos &
Royer, 1989).

Grove (1934) realizou um estudo taxonémico do género e delimitou nove espécies, porém
sete delas tendo sido consideradas duvidosas. Contribui¢cGes importantes a taxonomia de Pilobolus
foram fornecidas por Naumov (1939), McVickar (1942), Boedijn (1958), Nand & Mehrotra (1968,
1977), Tandon (1968), Zycha et al. (1969), Zheng & Hu (1979), Foos & Rakestraw (1985), Foos
(1989) e Foos & Royer (1989). Hu et al. (1989) estudaram o género e reclassificaram os taxons
descritos em cinco espécies e sete variedades: P. crystallinus var. crystallinus (F.H. Wigg.) Tode, P.
crystallinus var. hyalosporus (Boedijn) F.M. Hu & R.Y. Zheng, P. crystallinus var. kleinii (Tiegh.)
R.Y. Zheng & G.Q. Chen , P. lentiger var. lentiger Corda, P. lentiger var. minutus (Speg.) R.Y.
Zheng & G.Q. Chen, P. longipes Tiegh., P. oedipus Monti., P. roridus var. roridus (Bolton) Pers. e
P. roridus var. umbonatus (Buller) F.M. Hu & R.Y. Zheng.

Segundo Foos & Scheehan (2011), muitas das caracteristicas morfoldgicas utilizadas para
identificar e classificar espécies de Pilobolus sdo problemaéticas, visto que algumas descri¢Ges de

espécies sdo imprecisas e sobrepostas. Algumas caracteristicas, como 0s tamanhos dos esporoforos



23

e esporangidsporos variam em resposta as alteracfes das condi¢fes ambientais, tornando-se
inconsistentes para uma correta identificacdo (Hu et al., 1989; Foos et al., 2011).

Atualmente, 12 espécies do genéro sdo aceitas: P. oedipus, P. lentiger, P. kleinii Tiegh., P.
crystallinus (F.H. Wigg.) Tode, P. roridus (Bolton) Pers., P. minutus Speg., P. nanus Tiegh., P.
umbonatus, P. pestis-bovinae Hallier, P. pirottianus Morini, P. proliferens McVickar e P. pullus

Massee (Species Fungorum, 2014).
2.2.6 Rhizopus Ehrenb.

Espécies de Rhizopus sdo caracterizadas por produzirem esporangiéforos que portam
esporangios multiesporados, apofisados, com parede evanescente, e que surgem diretamente do
micélio aéreo ou de estoldes, com ou sem rizdides opostos. Os zigosporangios apresentam as
paredes ornamentadas e as células suspensoras carecem de apéndices (Benny, 2005; Zheng et al.,
2007). Rhizopus foi monografado por Schipper (1984) e por Schipper & Stalpers (1984), que
dividiram o género em R. oryzae e em dois grupos de espécies: o grupo R. stolonifer (com duas
espécies e duas variedades) e o grupo microsporus (com duas espécies e quatro variedades). Zheng
et al. (2007) revisaram o0 género e descreveram 10 espécies e nove variedades: R. americanus
Hesselt. & J.J. Ellis) R.Y. Zheng, G.Q. Chen & X.Y. Liu, R. arrhizus var. arrhizus, R. arrhizus var.
delemar (Boidin ex Wehmer & Hanzawa) J.J. Ellis, R. arrhizus var. tonkinensis (Vuill.) R.Y. Zheng
& X.Y. Liu, R. caespitosus Schipper & Samson, R. homothallicus Hesselt. & J.J. Ellis, R.
microsporus var. microsporus Tiegh., R. microsporus var. azygosporus (G.F. Yuan & S.C. Jong)
Schwertz, Villaume, Decaris, Percebois & Mejean, R. microsporus var. chinensis (Saito) Schipper
& Stalpers, R. microsporus var. oligosporus (Saito) Schipper & Stalpers, R. microsporus var.
rhizopodiformis (Cohn) Schipper & Stalpers, R. microsporus var. tuberosus R.Y. Zheng & G.Q.
Chen, R. niveus M. Yamaz., R. reflexus Bainier, R. Schipperae Weitzman, McGough, Rinaldi &
Della, R. sexualis (G. Sm). Callen e R. stolonifer. Recentemente, Dolatabadi et al. (2013), ap6s um
estudo morfoldgico, fisioldgico, molecuar e de espectometria de massa (MALDI-ToF) de R.
microsporus concluiram que todas as variedades descritas sao sinébnimos e devem ser tratadas por
R. microsporus Tiegh.

Representantes deste género sdo citados em diversas areas do conhecimento, sendo
intimamente relacionados com a vida diaria do ser humano. Na indudstria de alimentos, espécies de
Rhizopus sdo consideradas agentes de fermentacdo importantes (Xuefeng et al., 2011). Na
agricultura foram reportadas como agentes causais de deterioragdo de legumes e frutas no campo,
em transito ou armazenadas (Akinmusire, 2011). Na medicina espécies sdo utilizadas para a

producdo de medicamentos (Nout & Kiers, 2005; Zheng et al., 2007).
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2.2.7 Syncephalastrum J. Schrot.

Espécies de Syncephalastrum produzem merosporangios multiesporados produzidos no
apice do esporangidéforo sobre a superficie de uma vesicula fértil. Os esporangi6foros podem ser
simples ou simpodialmente ramificados (Misra, 1975). Os zigosporangios dos representantes desse
género sdo semelhantes aos de Mucor, em formacdo e aparéncia, com células suspensoras mais ou
menos iguais (Benjamin 1959).

Benjamin (1959) concluiu que ha variagdes no didmetro da vesicula, a presenca ou auséncia
de estoldes, a cor da coldnia, a dimensdo de merosporangios e a quantidade dos merdsporos em
cada merosporangio, bem como a forma e o tamanho dos Gltimos ndo tém valor taxondmico para a
diferenciacdo de espécies. Desta maneira, o autor sinonimizou todas as espécies descritas até entdo
com S. racemosum Cohn ex J. Schrot. Posteriormente, S. monosporum R.Y. Zheng, G.Q. Chen &
F.M. Hu, que apresenta merosporangio uniesporado, foi descrita (Zheng et al., 1988). Espécies de
Syncephalastrum sdo comumente isoladas de solo (Santiago & Souza-Motta 2006; Santiago et al.,
2013).

2.3 MUCORALES DE SOLO E OUTROS SUBSTRATOS DO BRASIL

No Brasil, at¢é o presente, 20 géneros de Mucorales foram descritos: Absidia,
Apophysomyces P.C. Misra, Backusella Hesselt. & J.J. Ellis., Circinella Tiegh. & G. Le Monn.,
Cunninghamella, Gilbertella Hesselt., Gongronella Ribaldi, Isomucor J.I. Souza, Pires-Zott. &
Harakava, Lichtheimia Vuill., Mucor, Mycotypha Fenner, Parasitella, Phycomyces Kunze, Pilaira
Tiegh., Pilobolus Tode, Poitrasia P.M. Kirk, Rhizopus, Syncephalastrum J. Schrot., Thamnostylum
Arx & H.P. Upadhyay, Zygorhynchus Vuill. (=Mucor), distribuidos em 74 espécies (Santiago,
2014).

Embora os Mucorales apresentem estratégias de coloniza¢do e sobrevivéncia nos mais
variados substratos, como folhedo, frutos, grdos estocados ou nédo e farinha de milho (Santiago &
Souza Motta, 2006), a ocorréncia desse grupo no pais tem sido comumente reportada para o solo e
para excrementos de herbivoros e de roedores (Trufem et al., 2006; Santiago & Souza-Motta, 2008;
Costa et al., 2009; Santiago, 2014).

Os estudos sobre a ocorréncia dos Mucorales no Brasil sdo bastante fragmentados, estando
concentrados nas regides nordeste, em Pernambuco (com raros relatos para Alagoas, Bahia, Ceara,
Paraiba e Maranhdo), e no sudeste, especificamente em Sao Paulo (com raros relatos em Minas

Gerais), tendo sido reportados paras os dominios fitogeograficos Caatinga, Cerrado e Mata
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Atlantica (Upadhyay, 1969; Lira, 1971; de Souza et al., 2006; de Souza et al., 2008; de Souza et al.,
2011; Santiago et al., 2013; Santiago, 2014).

Com o objetivo de conhecer os Mucorales do solo de varios municipios do estado de Séo
Paulo, Trufem (1981a,b,c) isolou e identificou 24 tAxons de Mucorales: A. cylindrospora Hagem, A.
pseudocylindrospora Hesselt. & J.J. Ellis, A. repens Tiegh., A. spinosa var. biappendiculata Rall &
Solheim, Gongronella butleri (Lendn.) Peyronel & Dal Vesco, R. stolonifer (como R. nigricans),
R. arrhizus var. arrhizus (como R. oryzae), C. angarensis (Schostak.) Zycha, C. muscae (Sorokin)
Berl. & De Toni, C. rigida G. Sm., C. simplex Tiegh., C. bainieri Naumov, C. echinulata (Thaxt.)
Thaxt., C. elegans Lendn., M. corticola Hagem, M. fuscus (Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De Toni,
M. fragilis Bainier, M. genevensis Lendn., M. heterosporus A. Fisch., M. hiemalis Wehmer, M.
mousanensis Baijal & B.S. Mehrotra, M. piriformis A. Fisch., M. rufescens A. Fisch. e M.
suhagiensis M.D. Mehrotra.

Schoenlein-Crusius & Milanez (1997), em estudo na Reserva Ecoldgica Alto da Serra de
Paranapiacaba, Santo André, Sdo Paulo, obtiveram 13 tdxons de folhedo, solo e agua. Espécies de
Mucor foram as mais frequentes, seguidas por tdxons de Rhizopus e de Zygorrynchus [atualmente
tratadas como espécies de Mucor (Walther et al., 2013)]. Foram especificamente isoladas Mucor
silvaticus Hagem [como M. hiemalis f. silvaticus (Hagem) Schipper], R. arrhizus, R. microsporus
(como R. oligosporus Saito), M. japonicus (Komin.) Walther & de Hoog (como Z. japonicus
Komin) e M. megalocarpus Walther & de Hoog (como Z. macrocarpus Y. Ling), foram citadas
como primeiras ocorréncias para a Mata Atlantica do Brasil.

Schoenlein-Crusius et al. (2006), em durante um estudo sobre a diversidade de fungos
microscopicos em areas de Mata Atlantica do municipio de Cubatdo, Sdo Paulo, reportaram a 40
taxons de Mucorales em solo e em folhedo. Dentre os isolados, M. amphibiorum Schipper, M.
prayagensis Mehrotra & Nand ex Schipper, Parasitella parasitica (Bain.) Syd e Rhopalomyces sp.
foram citadas como primeira ocorréncia para o Brasil.

Objetivando conhecer a diversidade de Mucorales em solos contaminados por metais
pesados na regido do polo ceramico de Santa Gertrudes, em Sdo Paulo, de Souza et al. (2008)
isolaram A. cylindrospora var. cylindrospora, C. phaeospora Boedijn, M. bainieri B. S. Mehrotra &
Baijal, M. circinelloides f. circinelloides Tiegh., M. circinelloides f. janssenii, M. hiemalis f.
hiemalis, M. circinelloides f. lusitanicus (Bruderlein) Schipper, M. luteus Linnem. Ex Wrzosek
[como M. hiemalis f. luteus (Linnem.) Schipper], M. racemosus f. racemosus Fresen., R. arrhizus
var. arrhizus (como R. oryzae) e M. moelleri (como Z. Moelleri).

Em um levantamento sobre os aspectos ecoldgicos da comunidade fungica realizado em
uma plantacdo de Hovenia dulcis Tumb (uva-do-Japdo) e em solos de sistemas agroflorestais de

citrus, na regido de Roca Sales, Rio Grande do Sul, Brasil, foram isoladas A. spinosa, R. stolonifer,
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L. ramosa (como A. ramosa) e M. moelleri (Vuill.) Lendn. [como Z. Moelleri Vuill. (Prade et al.
2006; 2007).

De Souza et al. (2011) em estudo sobre a diversidade desse fungos na Reserva Biologica de
Mogi Guacu, S&o Paulo, isolaram e descreveram quatro tdxons de Mucorales: A. spinosa var.
spinosa Lendn., B. lamprospora (Lendn.) Benny & R. K. Benjamin, C. simplex e R. stolonifer.

Em um trabalho sobre a micobiota de bagaco de cevada destinada a alimentacdo do rebanho
bovino leiteiro do estado da Bahia, Santos (2004) observou que 32,5% dos isolados eram espécies
de Mucor e Rhizopus.

Bezerra et al. (2013), objetivando de identificar fungos e estimar a frequéncia de espécies
enddfiticas em um cacto (C. Jamacaru) da Fazenda Tamandua, Paraiba, em ambientes de Caatinga,

isolaram dois tdxons de Mucorales: C. echinulata e S. racemosum.
2.3.1 Mucorales coprofilos do Brasil

Os fungos coproéfilos sdo aqueles que habitam ou estdo associados a materiais fecais,
incluindo solos contaminados com fezes. S&0 componentes importantes para a manutencdo dos
ecossistemas, estando diretamente relacionados a decomposicdo de dejetos fecais, participando dos
ciclos do carbono, nitrogénio e de energia (Richardson, 2008), além de participarem ativamente da
nutricdo de outros organismos, como artépodes copréfagos e micofagos (Halffter & Matthew,
1971).

Os excrementos de animais herbivoros apresentam-se como um substrato nutricionalmente
rico em carbono, vitaminas, sais minerais e nitrogénio, além de apresentarem uma elevada
capacidade de retencdo de agua, oferecendo 6timas condicBes para o crescimento desses fungos. Os
fungos coprofilos podem ser encontrados em excrementos de herbivoros, mamiferos domésticos,
selvagens e de aves (Dix & Webster, 1995; Krug et al., 2004).

De acordo com Dix & Webster (1995), as espécies copréfilas podem ocorrer nesse subtrato
como obrigatérias e facultativas. Os individuos coprofilos obrigatérios sdo aqueles cujos esporos
necessitam da acdo de enzimas gastricas, produzidas pelo trato digestivo dos animais, para que
ocorra a quebra de sua dorméncia. Enquanto os coprofilos secundarios ou facultativos sdo aqueles
Cujos esporos ndo necessitam passar pelo trato digestivo dos animais para que haja a germinagéo
(Viriato, 2003). Dentre os Mucorales, apenas as especies de Pilobolus sdo consideradas coproéfilas
obrigatorios, embora taxons de outros géneros sejam comums em excrementos (Krug et al., 2004).

Varios estudos sobre a diversidade desse grupo de fungos foram realizados em muitos paises
(Bell, 1975; Wicklow et al., 1980; Wicklow, 1981; Piontelli et al., 1981; Ebersohn & Eicker, 1997,
Caretta et al., 1998; Richardson, 2001a; Richardson, 2001b; Nyberg & Persson, 2002; Masunga et

al., 2006). No entanto, poucos foram realizados exclusivamente com os Mucorales (Trufem, 1984;
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1985; Foos, 1985; 1989; Hu et al., 1989; Alves et al., 2002; Santiago et al., 2011). Alguns desses se
referem apenas ao género Pilobolus.

No Brasil, os primeiros registros de Mucorales coproéfilos foram fornecidos por Batista
(1948), Batista & Pontual (1948) e Batista et al. (1961a,b,c). Atualmente, 54 espécies dessa ordem
foram citadas para o pais e, destas, 40 foram registradas em amostras de excrementos de herbivoros
no Estado de Pernambuco (Calaca et al. 2014).

Batista (1948) e Batista & Pontual (1948) descreveram cinco espécies de Pilobolus
encontradas em excrementos de bovinos, suinos e equinos de Recife, Pernambuco: P. kleinii Tiegh.,
P. nanus Tiegh, P. longipes Tiegh, P. crystallinus Cohn e P. oedipus Mont. (como P. argentinus
Speg.).

Em um estudo sobre fungos leveduriformes e filamentosos de fezes de bovinos no Recife,
Batista et al. (1961a) isolaram A. repens, M. racemosus e R. nigricans (como R. stolonifer), dentre
0s vinte taxons reportados. Absidia repens e M. racemosus também foram registradas em
excrementos de galinaceos, suinos, caprinos, equinos e asininos em Recife (Batista et al., 1961D).

A ocorréncia de Mucorales coprofilos em Sdo Paulo foi reportada por Trufem (1984) e
Trufem & Viriato (1985), a partir de estudos sobre a diversidade de zygomycetes em excrementos
de herbivoros mantidos em cativeiro na Fundacéo Parque Zooldgico de Sao Paulo. Excrementos de
cabra-de-malta, camelo, carneiro-da-montanha, égua, girafa, guanaco, gnu, orix-cimitarra, orix-
gazela, veado-catingueiro e zebra foram amostrados, sendo relatada a ocorréncia de L. ramosa
(como A. ramosa) (fezes de orix-cimitarra e orix-gazela), C. minor (orixcimitarra, veado-
catingueiro e zebra), C. muscae (girafa, guanaco, orix-cimitarra e zebra), C. umbellata (cabra-de-
malta, carneiro-da-montanha, guanaco, orix-cimitarra, orix-gazela e veado-catingueiro), M.
circinelloides (girafa), M. fuscus (gnu, orixcimitarra e zebra), M. hiemalis (cabra-de-malta,
carneiro-da-montanha, égua, guanaco, gnu, orix-cimitarra, orix-gazela, veado-catingueiro e zebra),
M. mousanensis Baijal & BS Mehrotra (girafa), M. mucedo L. (cabra-de-malta, girafa, gnu,
guanaco, orix-cimitara, veado-catingueiro e zebra), M. piriformis (camelo, girafa, orix-cimitarra e
zebra), S. racemosum (como S. verruculosum) (égua), P. crystallinus, P. kleinii, P. sphaerosporus,
P. pullus Massee, P. kleinii (como P. heterosporus), P. lentiger (como P. borzianus Morini), P.
minutus Speg. (como P. morinii Sacc), P. longipes e P. oedipus. Dentre as amostras analisadas, 0s
excrementos de Orix foram o0s que apresentaram maior riqueza de especies, com 10 registros,
seguidos pelas fezes de cabra de malta, camelo, carneiro-da-montanha (5 espécies), girafa (4),
veado-catingueiro (3), zebra (2) e cavalo (1).

Espécies de Pilobolus foram citadas por Trufem & Viriato (1985a) em amostras de
excrementos de onze mamiferos herbivoros (cabra-de-malta, camelo, carneiro-da-montanha, égua,

girafa, guanaco, gnu, orix-cimitarra, orix-gazela, veado-catingueiro e zebra) da Fundagdo Parque



28

Zoologico do Estado de Séo Paulo, sendo descritas P. crystallinus, P. kleinii, P. lentiger (como P.
sphaerosporus e P. borzianus), P. pullus, P. kleinii (como P. heterosporus), P. minutus (como P.
morinii ), P. longipes e P. oedipus.

Richardson (2001b), em estudos da diversidade e ocorréncia de fungos coprofilos realizados
em Bonito e Corumba, Brasil, observaram 32 espécies de fungos. Dentre os Mucorales citam-se P.
crystallinus (fezes de cervo e carneiro) e P. lentiger (como P. sphaerosporus) (carneiro, capivara e
cavalo).

Alves et al. (2002) reportaram a ocorréncia de tdxons Mucor coprdéfilos de em amostras de
excrementos de bisdo, boi, bufalo, cabra, coelho, cutia, eland, cavalo, ovelha e veado-caatingueiro
coletados no Parque Dois Irméos e no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal Rural
de Pernambuco. Foram isoladas M. circinelloides f. circinelloides (fezes de bisdo, boi, cabra,
carneiro, coelho, eland e veado catingueiro), M. hiemalis (como M. hiemalis f. hiemalis) bis&o,
cabra, cavalo, coelho e cutia), M. luteus (como M. hiemalis f. luteus) (cabra, cavalo, carneiro,
coelho e cutia), M. genevensis (carneiro e cutia), M. piriformis f. piriformis (cavalo), M. piriformis
f. nanus (bisdo), M. racemosus f. racemosus Fresen. (bisdo, cabra, coelho e cutia), M. subtilissimus
Oudem (cavalo) e M. variosporus Schipper (veado-catingueiro).

Santiago et al. (2011) relataram 33 tdxons de Mucorales em excrementos de anta, antilope,
jumento, camelo, cavalo, cervo, cotia e Ihama, presentes na Reserva Ecoldgica Dois Irmé&os, Recife,
Pernambuco. Foram identificadas B. lamprospora, C. muscae, C. rigida, C. umbellata, C.
blakesleeana C. echinulata, C. phaeospora, Gilbertella persicaria (E.D. Eddy) Hessel.t, L.
hyalospora, M. circinelloides, M. guilliermondii Nadson & Philippow, M. hiemalis, M.
mousanensis, R. stolonifer (como M. mucedo), M. racemosus f. racemosus, M. ramosissimus
Samouts, M. subtilissimus, M. fuscus, Pilaira anomala, P. crystallinus (como P. crystallinus var.
hyalosporus), P. Kleinii, P. lentiger, P. minutus, P. longipes, P. roridus, P. umbonatus Buller, R.

arrhizus, S. racemosum e Thamnostylum piriforme.
2.4 O SEMIARIDO BRASILEIRO

As regibes semidridas sdo caracterizadas por apresentarem condicGes climaticas extremas,
como elevadas temperaturas e baixos niveis de precipitacdo, entre 250 e 1000 mm/ano, com as
chuvas irregularmente distribuidas ao longo do ano, com periodos secos entre 7 e 10 meses por ano
(Prado, 2003; Silva et al., 2003). O semiarido brasileiro ocupa uma area de aproximadamente
969.589,4 km?, compreendendo oito Estados do nordeste do pafs: Alagoas, Bahia, Cear4, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe e parte do estado de Minas Gerais (Drumond et
al., 2002). Regides semiaridas sdo formadas, em maioria, por vegetacdo tipica de Caatinga, dominio

exclusivamente brasileiro e constituido por sistemas fitofisiondmicos heterogéneos, com florestas
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caracteristicamente xerofiticas, com a vegetagcdo variando desde arborea a arbustiva (Andrade-
Lima, 1981; Gusmao et al., 2006).

Em virtude das condi¢fes climaticas adversas, a vegetacdo, predominantemente ramificada,
apresenta caracteristicas peculiares, como a presenca de folhas pequenas ou modificadas em
espinhos (de modo a evitar a evapotranspiragdo) que caem na época seca. As espécies vegetais
comumente encontradas na Caatinga sd@o: Amburana cearensis (Fr.All.) A.C. Smith, (“imburana de
cheiro”, Fabaceae — Papilionoideae), Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb.)
Altschul (“angico”, Fabaceac — Mimosoideae), Aspidosperma pyrifolium Mart. (“pau-pereiro”,
Apocynaceae), Caesalpinia pyramidalis Tul. (“catingueira”, Fabaceae - Caesalpinioideae),
Cnidoscolus phyllacanthus (Miill. Arg.) Pax & Hoffm. (“faveleira”, Euphorbiaceac), Commiphora
leptophloeos (Mart.) Gillet (“imburana”, Burseraceae, também conhecida como Bursera
leptophloeos Mart.), vérias espécies de Croton (“marmeleiros” ¢ “velames”, Euphorbiaceae) e de
Mimosa (“calumbies” e “juremas”, Fabaceaec-Mimosoideae), Myracrodruon urundeuva Fr. All.,
(“aroeira”, Anacardiaceae), Schinopsis brasiliensis Engler (“baratina”, Anacardiaceae) ¢ Tabebuia
impetiginosa (Mart. ex A. DC.) Standley (“pau d’arco roxo”, Bignoniaceae) (Souto, 2006; Silva et
al., 2003).

2.4.1 Mucorales do semiéarido brasileiro

A diversidade de fungos em ecossistemas semiaridos é reconhecidamente mais elevada do
que se imaginava (Gusmdo et al., 2006; Santiago, 2014). Entretanto, estima-se que 41,1% das areas
de Caatinga ainda ndo tenham sido inventariadas (Gusmado et al., 2006). Consequentemente, dados
sobre a comunidade fungica e das relacGes ecoldgicas desses microrganismos com os substratos e
com outros organismos com 0s quais 0s fungos estdo associados ainda S30 escassos nesses
ecossistemas.

Calvacanti et al. (2006) isolaram sete taxons de Mucorales em solos da regido do Xingo,
Brasil: A. cylindrospora, C. elegans, G. butleri, L. corymbifera (como A. corymbifera), L. ramosa
(como A. ramosa), R. arrhizus (como R. oryzae) e R. microsporus.

Santiago & Souza-Motta (2006), visando comparar e estimar a riqueza de espécies de
Mucorales em é&reas impactadas pela mineracdo de cobre no municipio de Jaguari, Bahia,
identificaram 46 espécimes distribuidos em seis espécies: L. hyalospora (como A. hyalospora e A.
blakesleeana Lendn.), A. cylindrospora, C. elegans, R. microsporus, R. arrhizus (como R. oryzae) e
S. racemosum.

Oliveira et al. (2013), em estudo sobre a diversidade de fungos filamentos nos solos da

Chapada de S&o Jose, Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco, isolaram oito espécies de
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Mucorales: A. cylindrospora, C. blakeslleeana, C. vesiculosa P.C. Misra, G. butleri, M. fuscus, R.
microsporus, R. arrhizus (como R. oryzae) e S. racemosum.

Em solos dos municipios de Belém de S&o Francisco e de Triunfo (semiarido de
Pernambuco), Santiago & Maia (2010) reportaram, como primeira ocorréncia, para o Brasil,
Apophysomyces elegans P.C. Misra, K.J. Srivast. & Lata e Mycotypha microspora Fenner. Ainda
em solos de Caatinga, Santiago et al. (2013a) identificaram 19 taxons de Mucorales, pertencentes
aos géneros Absidia, Apophysomyces Misra, Cunninghamella, Fennellomyces Benny & R.K.
Benjamin, Lichtheimia, Mucor, Mycotypha, Rhizopus e Syncephalastrum.

De Souza et al. (2013) reportou cinco taxons de Mucorales: A. cylindrospora, C.
blakesleeana, C. echinulata, R. arrhizus var. arrhizus e R. arrhizus var. delemar de solo do Parque
Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada-PE.

Santiago et al. (2014) descreveram uma nova espécie, Lichtheimia brasiliensis A.L.
Santiago, Lima & Oliveira, isolada de solo no municipio de Araripina, Pernambuco, Brasil,
ampliando o conhecimento sobre a diversidade desse grupo de fungos em regiGes semiaridas.

2.4.1.1 Mucorales coproéfilos do semiarido brasileiro

Os Mucoraceos desempenham um papel essencial nos processos inicias de reciclagem,
colonizando primariamente os substratos, degradando agucares simples (Alves, 2002). Em
excrementos de herbivoros, a sucessdo fungica foi documentada por varios autores (Trufem, 1978;
Trufem & Viriato, 1985; Foos et al., 2001; Richardson, 2001). Os Mucorales muitas vezes sao o
primeiro grupo a surgir, seguido por Ascomycetes e Basidiomycetes (Dix & Webster, 1995).
Embora autores tenham documentado a ocorréncia de Mucorales coprofilos no Brasil (Batista,
1948; Batista & Pontual, 1948; Batista et al., 1955; Batista et al., 1961a,b,c; Trufem, 1984; Trufem
& Viriato, 1985; Viriato & Trufem, 1985; Richardson, 2001b; Alves et al., 2002; Santiago et al.,
2008; Melo et al., 2011; Santiago et al., 2011), relatos sobre a diversidade e das interacGes
ecoldgicas desses fungos no dominio semiarido sdo escassos. Atualmente, o Gnico registro desses
fungos para o semiarido brasileiro se limita aos dados de Lima (2014), que reportou 11 taxons de
Mucorales em fezes de bovinos, caprinos e ovinos do Parque Nacional do Catimbau, Buique,
Pernambuco, Brasil: A. cylindrospora var. cylindrospora, C. muscae, L. ramosa, M. hiemalis, P.
crystallinus, P. Kkleinii, P. lentiger, P. longipes, R. arrhizus var. arrhizus, R. microsporus e S.

racemosum.
2.5 ACIDOS GRAXOS

Os &cidos graxos compdem uma classe de moléculas que apresentam uma cadeia carbdnica

apolar e um grupo carboxila polar (RCOOH). Podem ser constituidos de 4 a 36 atomos de carbono,
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sem ramificacdo, embora comumente apresentem entre de 16 e 18 atomos de carbono. Na natureza
sdo encontrados na forma saturada, compostos de ligacdes simples e de cadeias planas, e na forma
insaturada, organizados por uma ou mais duplas ligacdes, podendo apresentar, em alguns casos,
uma curva em sua cadeia carbonica (Nelson & Cox, 2011).

A presenca dos acidos graxos saturados e insaturados configura um papel essencial na
membrana citoplamatica dos organismos, estando esses acidos associados a determinacéo da fluidez
dos compostos presentes na porcdo externa a membrana. S8o atribuidas aos acidos graxos as
funcBes energética e de reseva metabdlica, alem estarem associados a formacéo de hormonios e de
sais biliares (Valenzuela & Nieto, 2003). Os acidos graxos poliinsaturados, acidos graxos cujas
moléculas possuem duas ou mais duplas ligacbes, atuam na regulacdo da arquitetura, dindmica e
fase de transmissdo da membrana celular, modulando o comportamento de proteinas constituintes
das membranas, incluindo receptores, ATPases, proteinas transportadoras e canais de ions (Sorger,
2003; Ratledge, 2004).

Os &cidos graxos essenciais, como o linoléico (LA, 18:2 ®-6) e o y-linolénico (ALA, ®-3),
sdo sintetizados principalmente pelos vegetais, sendo, portanto, incorporados a dieta humana,
suprindo sua demanda nutricional. O acido y-linolénico é encontrado nos éleos de sementes de
plantas das familias Oenotheraceae ou Boraginaceae. Entretanto, algumas espécies de fungos
podem produzir acidos graxos, destacando-se os insaturados, como vy-linolénico e araquiddnico
(AA). O primeiro é de interesse farmacoldgico, pois € precursor das prostaglandinas e o segundo
precursor de eicosandides que sdo compostos envolvidos em processos inflamatorios (Somashekara
et al., 2002; Pompéia, 2002; Vaz et al., 2006).

2.5.1 Acidos graxos microbianos na producéo de biodiesel

Microrganismos que acumulam entre 20-25% de lipideos em sua biomassa sdo geralmente
referidos como epécies oleaginosas (Ratledge, 2002). Na maioria dos casos, 0s 0leos provinientes
de microrganismos apresentam-se na forma de triglicérides, que sdo também um dos principais
componentes dos 6leos vegetais e de gorduras animais, tradicionalmente ultilizados na producéo de
biodiesel. Desta maneira, o contedo lipidico microbiano pode ser potencialmente utilizado como
matéria prima para a producédo de biodiesel (Vicente et al., 2009).

Muitas espécies de microalgas, fungos filamentosos e de leveduras oleaginosas tém sido
reportadas pelo fato de acumularem quantidades significativas de lipideos similares aos observados
nos oOleos vegetais (Aggelis & Sourdis, 1997; Alvez & Steinbuchel, 2002). Particularmente, as
microalgas foram citadas pela capacidade de captura e conversdo do didxido de carbono em
lipideos, utilizando luz solar, atraindo atencdo e investimentos recentes para a producdo de

biocombustiveis, devido a maior produtividade de dleo e ao crescimento mais rapido em
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comparacdo com as culturas energéticas convencionais (Chisti, 2007; Li et al., 2008). Entretanto,
estes microrganismos fotossintéticos apresentam problemas associados ao crescimento em sistemas
de biorreatores, devido a necessidade de fornecimento de luz e de grandes areas cultivadas. Alem
disso, segundo Chisti (2007), a economia da producdo de biodiesel a partir de microalgas precisa
melhorar para se tornar competitiva em relacdo ao diesel. Em contrate, os niveis elevados de
acumulacao de lipideos por fungos e leveduras, a excelente producdo de biomassa durante cultivo
submerso em biorreatores usando diferentes fontes de carbono (Mclintyre et al., 2002) e um maior
redimento na producdo de biomassa, reduzindo o custo de producgéo, favorecem a utilizacdo desses
microrganismos para a producdo de biodiesel (Ratledge, 2004; Li et al., 2008).

Muitas espécies de fungos e leveduras sdo consideradas oleaginosas desde 1980 (Abraham
& Srinivasan, 1984). Algumas leveduras, como Rhodosporidium I. Banno, Rhodotorula F.C.
Harrison e Lipomyces Lodder & Kreger-van Rij, sdo capazes de acumular até 70% de lipideos
intracelulares da propria biomassa seca. Cryptococcus curvatus (Diddens & Lodder) Golubev foi
reportada como uma das mais eficientes para a producéo de 6leos microbianos, acumulando mais de
60% de lipidicos em seu micélio. Estes lipideos sdo geralmente constituidos de 90% de
triacilglicerol, com uma porcentagem de &cidos graxos saturados entorno de 44%, percentuais
similares aos observados em sementes de muitas plantas. Esse microganismos acumulam
triacilglicerol ricos em &cidos graxos insaturados, como oléico (18:1) e linoléico (18:2) (Meng et
al., 2009).

2.6 PRODUCAO DE ACIDOS GRAXOS POR MUCORALES

A utilizagdo dos fungos filamentosos em processos fermentativos tem sido bastante
reconhecida, tendo esses microrganismos sido utilizados para a producdo dos acidos citrico,
linolénico, oxalico e lactico, na producdo de antibidticos e de componentes alimentares e enzimas
(Gibbs et al., 2000; Ratledge, 2004; Li et al., 2008). Dentre esses fungos, as espécies pertencentes a
ordem Mucorales tem atraido consideravel atencdo em processos biotecnoldgicos. Esses
microrganismos sdo capazes de crescer em diferentes temperaturas, taxas de oxigenagdo, e
concentragdes hidrogenidnicas. Dadas as suas propriedades estruturais, fisioldgicas, bioquimicas e
genéticas, 0os Mucorales apresentam-se como promissores para a producdo de uma grande variedade
de metabolitos, incluido acidos orgénicos e enzimas, alem de acumularem &cidos graxos na
membrana plasmatica que sdo utilizados na produgdo dos biocombustiveis, como o bioetanol e
biodiesel (Ferreira et al., 2013).

Durante as Ultimas décadas, as refinarias de petréleo tém prevalecido, quando comparadas as
rotas microbinas na producdo da quimica fina. A instabilidade do preco do petroleo bruto, a

projetada reducdo no abastecimento e o maior reconhecimento das consequéncias ambientais da
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utilizacdo dos combustiveis fdsseis tém mudado o quadro atual, atraindo o interesse de
pesquisadores na busca de novas fontes de energia que possibilitem a substituicdo de refinarias de
petréleo por biorrefinarias, com base em matérias primas renovaveis (Meng et al., 2009; Ferreira et
al., 2013).

Nesse contexto, a producdo de &acidos graxos polinsaturados por Mucorales tem sido
reportada, destacando epécies de Cunninhgamella (Gema et al., 2002; Fakas et al., 2006),
Mortierella (Xian et al., 2003; Zhu et al., 2006) e Mucor (Ahmed et al., 2006; Jeennor et al., 2006).
Liu et al. (2007) descreveram a metandlise a partir de Umbelopsis isabelina, destacando as
perspectivas de utilizacdo dessa espécie para a producdo de biodiesel.

Weete et al. (1998) observaram uma variacdo na composicao de 34,8 a 61,9% do total de
acidos graxos em C. simplex (42,0%), M. indicus (34,8%), Syzygites megalocarpus Ehrenb. (61,9%)
e M. moelleri Lendn. (como Z. moelleri) (42,0%).

Conti et al. (2001) estudaram a producao de acido y-linolénico (ALA, ®-3) por linhagens de
Mucorales utilizando como substratos cevada, milho, trigo e arroz. Os autores avaliaram os efeitos
da temperatura, umidade, composicdo do substrato em estudos preliminares em escala piloto.
Observaram que a melhor producdo de AGL ocorreu com a utilizagdo semente de malte, cevada e
6leo de amendoim (5:15:0,5), utilizando C. elegans a 21° C e umidade do meio de 66,7%, por 168
horas. Nestas condicdes, foram obtidos 15,9% de 6leo no substrato cultivado e 13,4 mg.g* de AGL
no substrato seco, o que corresponde a 13,8%.

Gema et al. (2002) utilizaram casca de laranja cultivada com C. echinulata para a producao
de AGL. No experimento, ocorreu o incremento de 0,5 g.Kg* de (NH4)2SO4 adicionadas de 10 g.Kg-
t de glicose, a 28° C. Foi verificada a producdo de 12,6 mg.10g* de AGL do substrato seco,
correspondendo a 5,6% do AGL no 6leo total que correspondeu a 22,3 mg.g* do peso seco do

substrato.
3. MATERIAIS E METODOS
3.1. AREA DE COLETA

As amostras de excrementos de herbivoros foram coletadas no Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA) de Sertania-PE [(8°03'38" S; 37°13'32" O), sendo 0s excrementos procedentes
de caprinos (Capra hircus L.), racas Anglo Nubiana e Moxot0, e ovinos (Ovis Arires L.), raga Santa
Inés e Morada Nova]. Em Arcoverde-PE [(8°25'00" S; 37°04'00" O) os excrementos foram
procedentes de bovinos (Bos taurus L.), racas: Holandesa, Girolando e Sindi]. As amostras de
excrementos de Guzerd Leiteiro (Bos taurus L.) foram coletados na fazenda do IPA no municipio
de Serra Talhada-PE (7°95°67” S; 38°29°71 O).
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3.2. COLETA DAS AMOSTRAS DE EXCREMENTOS

Os excrementos de cada animal foram coletados com o auxilio de espatula e/ou pinga,
previamente esterilizadas e acondicionadas em sacos de papel celofane autoclavados e, em seguida,
levados ao Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, para manipulacéo.
Imediatamente ap0s cada coleta, as amostras frescas de excrementos foram transferidas para
recipientes termicos com gelo por, no maximo, 24 horas até a incubacdo. Uma coleta mensal dos
excrementos de cada animal foi realizada durante oito meses consecutivos entre setembro de 2013 e
abril de 2014. As coletas foram realizadas no periodo da manha, geralmente ap6s a primeira

alimentacdo dos animais.
3.3. ISOLAMENTO DOS MUCORALES

Para o isolamento dos Mucorales as amostras de excrementos de cada animal foram
distribuidas em cinco pontos equidistantes, em placas de Petri contendo papel filtro umedecido com
agua destilada esterilizada (camara Umida). O crescimento das col6nias foi acompanhado por 15
dias, a temperatura ambiente (28°C +£2°C), em periodos alternados de luminosidade e obscuridade
(Santiago et al., 2011). Fragmentos das colnias crescidas foram transferidos para placas com meio
4gar extrato de malte (MEA) (O’ Donnell, 1979) adicionado de cloranfenicol (100 mg/L™) e, ap6s
crescimento, transferidos para tubos de ensaio contendo o mesmo meio de cultura sem o antibi6tico.

Os espécimes foram identificados pela observacdo das caracteristicas macroscépicas
(coloracdo, aspecto e diametro das colbnias) e microscopicas (microestruturas), de acordo com as
descricbes de Nand & Mehrotra (1977), Benny (1982), Schipper (1978, 1984, 1990), Hu et al.
(1989), Domsch et al. (1993), Hesseltine & Fennel (1995), Zheng & Chen (2001), Hoffmann et al.
(2007), Zheng et al. (2007) e Santiago et al. (2008).

3.4. FREQUENCIA DE OCORRENCIA DOS MUCORALES

A frequéncia de ocorréncia (FO) das espeécies foi estimada segundo a equagédo: FO = Ji/k,
em que FO = frequéncia de ocorréncia da espécie i, Ji = nUmero de amostras nas quais a espécie |

ocorreu. K = nimero total de amostras de excremento.
3.5. ALIMENTAQAO DOS HERBIVOROS E DADOS PLUVIOMETRICOS

Os dados pluviométricos dos meses de coleta e a composi¢do alimenticia dos animais foram

fornecidos pela administracdo do IPA (Figura 1, Tabela 1) (http://www.ipa.br/indice_pluv.php).
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Tabela 1: Alimentacgéo fornecida aos animais herbivoros de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada, PE.

Alimentacgdo
Herbivoros (Ragas)
Siagem de cana Silagem de milho Sal mineral Pasto
- + - -
Anglo Nubiano
7 - + - -
Moxoto
A - + - -
Santa Inés
- + - -
Morada Nova
A + - + -
Holandés
- - + - + +
Sindi
+ - + -
Girolando
- - - +
Guzera

Figura 1 — Pluviosidade média mensal (mm) nos Mucnicipios de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada, PE durante o

periodo de coleta dos excrementos dos animais herbivoros.
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3.6. QUANTIFICAQAO DOS ACIDOS GRAXOS DA BIOMASSA DOS MUCORALES
3.6.1. Condicdes de cultivo e de crescimento

Os inoculos utilizados para o crescimento em meio liquido foram obtidos a partir de culturas
crescidas em placas de Petri contendo meio batata dextrose agar (BDA) (Lacaz, 2002), durante
cinco dias a 28°C. Ap0s este periodo cinco blocos de gelose foram transferidos para frascos de
Erlenmeyer (capacidade de 250 mL) contendo 100 mL de meio extrato de malte liquido e incubados
a 28°C por 7 dias, sob rotacdo (240 g). Ao final do cultivo a biomassa foi obtida por filtragéo,
lavada para remocdo do meio e do residuo, congelada e liofilizada para a extracdo de acidos graxos.

Por serem coprofilas obrigatorias e de dificil cultivo em meios de cultura, as espécies de

Pilobolus foram desconsideradas quanto a producdo de acidos graxos no presente estudo.
3.6.2. Extracédo e quantificacdo dos acidos graxos

Os acidos graxos foram convertidos em metil ésteres de acordo com Durhamand Kloos
(1978). Da biomassa liofilizada, 10 mg foram transferidos para tubos de ensaio com tampa e
suspensos em 3 mL de uma solucdo de trifluoreto de boro em metanol a 14%. Em seguida, foram
suspensos em 3 mL de hexano e incubados a 60°C por 12 horas. Ap6s a incubacdo, 3 mL de agua
destilada foram adicionados, agitados no vortex por 5 minutos e o extrato obtido correspondeu aos
acidos graxos. A mistura foi centrifugada a 1.700 g por 10 minutos a 4°C. Os metil ésteres de
acidos graxos em n-hexano foram filtrados em filtros de 0.45 pm e analisados em cromatografo
gasoso (CG). Foi utilizado um cromatégrafo modelo Agilent Technologies-7890A com injetor
automatico e equipado com detector de ionizacdo de chama, coluna capilar de silica fundida HP-5
(5% de difenil e 95% de dimetilpolisiloxano), 30 m x 0,25 mm disponibilizado pelo Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste — CETENE. A temperatura do forno da coluna seguiu a
seguinte rampa de aguecimento: temperatura inicial de 150°C por 4 min aumentando numa razdo de
4°C min™ até chegar a 250°C, assim permanecendo por 20 min. As temperaturas do detector e do
injetor foram de 280°C, tendo hélio (1cm® min™) como gas de arraste. Os ésteres metilicos foram
identificados pela comparagdo com tempos de retencdo de padrdes de ésteres metilicos de acidos
graxos (Sigma Aldrich) e a quantidade relativa de cada acido graxo foi determinada pela
comparacdo da area do pico com éareas de picos de amostra do padrdo de acidos graxos. A
quantificacdo foi realizada partindo do principio de que o pico de total dominio representa 100%

dos acidos graxos, excluindo o solvente.
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3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Diferencas nas associacfes de espécies dos Mucoromycotina entre os excrementos dos
animais foram avaliadas pela Analise de Similaridade (ANOSIM Primer 5.2.4), de acordo com
Clarke & Warwick (1994). Diferenca significativa entre a quantidade de espécies de Mucorales
encontradas em excrementos das diferentes racas de animais na area de trabalho e a riqueza
especifica dos Mucorales copréfilos foram avaliadas segundo o teste de ¥ de adequagdo de ajuste
com proporcdes esperadas iguais, segundo a seguinte formula: x> = £ [(o - €)? /e], em que: 0 =
frequéncia observada para cada classe; e = frequéncia esperada para aquela classe. Para as anélises
o nivel de significancia foi de 0,05.

Para o conhecimento da intensidade da concordancia entre os acidos graxos foi utilizada a
medida Kappa (R Verson 3.1.2) (Cohen 1960), que se baseia no nimero de respostas concordantes,
ou seja, no nimero de casos cujo resultado € o0 mesmo entre os juizes. O Kappa é uma medida que
mede o grau de concordancia além do que seria esperado tdo somente pelo acaso. Esta medida de
concordancia tem como valor maximo o 1, que representa total concordancia, enquanto os valores
proximos e até abaixo de 0 indicam nenhuma concordéncia, ou que a concordancia foi exatamente a

esperada pelo acaso. O valor da estatistica de Kappa € definido como:

_B@ — B (o)
1 - £ (e)

em que P.(a) = concordancia observada relativa entre os avaliadores, e E. (e) = probabilidade
hipotética da concordancia ocorrer por acaso.

Para a andlise de agrupamento da composicao dos &cidos graxos foram utilizadas técnicas de
analises multivariadas que tém como primeiro objetivo reunir objetos baseando-se em suas
caracteristicas. Nessa classificagdo, o grupo formado deve ter um alto grau de homogeneidade
interna e elevada heterogeneidade externa, chamadas de “within-cluster” e “between-cluster”,
respectivamente. Essa formacdo de grupos é feita utilizando-se as medidas de similaridade e as
medidas de distancia (dissimilaridades) (Anderson, 1984).

Para a testar a similaridade e dissimilaridade (R Verson 3.1.2), quanto & composic¢ao de
acidos graxos das espécies, foi utilizado o Estimador do Coeficiente de Correlacdo Phi (Yule,
1912), a partir do estimador do Coeficiente Linear de Pearson (Pearson, 1892, 1895), empregado no

caso em que ambas as variaveis sdo dicotdmicas. Sejam X e ¥ duas varidveis binarias, pode-se

associar essas duas variaveis pela seguinte tabela de contingéncia:



38

¥Y=0|¥=1]|Total
X =0 |my Ty L
X= LT T L
Total | n,, M, n
_ Moo = Tofloy
Desta forma, o valor da correlacdio é definido por VT Thatha gy

queryy, Mgy, Tyg € Mgy SA0 cOontagens ndo negativas de ndmero de observacBes que resumem m, 0

numero total de observacoes.

Esta é uma medida de similaridade propria para casos em que as variaveis sob estudo sdo
binarias. Tem-se que, quanto maior for a correlacdo, maior serd a similaridade entre os objetos.

Para testar a similaridade entre as diferentes espécies, ndo apenas quanto a presenga ou
auséncia de determinados acidos graxos, mas em relacdo as abundancias de cada tipo de acido em
cada espécie, utilizou-se o indice de Dissimilaridade de Bray-Curtis (1957) (R Verson 3.1.2), em
que 0 e 1 correspondem ao méximo e minimo de similaridade entre as espécies, respectivamente.
Esse célculo é baseado nas diferencas absolutas e nas somas das abundéancias de cada acido graxo
entre duas espécies diferentes, segundo a seguinte formula:

D, ;= Zlxy — x5l
2(xg — xp5)

Os espécimes foram agrupados de acordo com a composic¢édo dos acidos graxos pelo método
da Minima Variancia de Ward (Ward, 1963), que consiste em minimizar a perda de informacéo na

hierarquizacdo de grupos e que é representada pelo aumento da soma dos erros ao quadrado - ESS
(“Error Sum of Squares”). Logo, cada grupo tera um ESS,, que representa a soma dos desvios de

cada elemento do grupo. Assim ESS seria a soma dos desvios de todos os grupos, desta forma, tem-
se:
ESS = ESS, + ES5,+ -+ ESS5,

T

ESS = ) [(%— X' (X, - X )]

J=i
O Teste Lambda de Wilks (R Verson 3.1.2) foi utilizado para confirmar o agrupamento, de

acordo com a composi¢do dos &cidos graxos de cada espécie. A estatistica A de Wilks (WILKS,
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1938) é uma medida inversa ao grau de diferenciacdo entre 0s grupos, ou seja, quanto menor o seu
valor, maior o grau de diferenciagdo. Esta estatistica é dada por:
_Iwl
T

Em que W é a medida de variabilidade dentro dos grupos e T a medida de variabilidade total.

Quanto maior a semelhanca entre os dois determinantes, menores serdo as diferencas entre 0s

grupos e o valor de A de Wilks se aproximara de 1.

3.8. EXTRACAO DO DNA, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

Foi realizado sequenciamento da regido LSU do rDNA para confirmagdo molecular dos
espécimes que apresentaram identificacdo morfologica inconclusiva. A biomassa dos espécimes foi
obtida de culturas puras crescidas em placas de Petri com MEA, de onde o micélio foi transferido
para microtubos de 2 mL com tampa de rosca, acrescidos de 0,5 g de pérolas de vidro para a
trituracdo do material por agitacdo em alta velocidade em um FastPrep®-24 (MP Biomedicals).
Apés a trituracdo do material foi realizada a extracdo do DNA genémico conforme Goes-Neto et al.
(2005). Para a amplificacdo da regido LSU do rDNA, foram utilizados os primers LR1/LSU2 (van
Tuinen et al. 1998; Santiago et al., 2013). As reac¢des de PCR foram realizadas em um volume de
50 pL contendo 75 mM de Tris-HCI, pH 8,8, 200 mM de (NH4) 2S04, 0,01% de Tween 20, 2 mM
de MgCl2, 200 pM de cada dNTP, 1 pM de cada iniciador e 2 unidades de Tag"™ DNA polimerase
(Fermentas, Maryland, EUA). Os parametros dos ciclos foram: 5 min a 95 °C (1 ciclo), 45 s a 94
°C, 1 min a 60 °C, 1 min a 72 °C (39 ciclos), e um elongamento final de 7 minutos a 72 °C
(Santiago et al., 2014). Os produtos amplificados foram purificados com “PureLink — PCR
Purification Kit — Invitrogen”. As sequéncias foram enviadas a Plataforma de Sequenciamento do
centro de Ciéncias Biologicas — Universidade Federal de Pernambuco, Brasil, tendo os resultados
sido comparados com a biblioteca de genes (GenBank) utilizando o Blastn. As sequéncias génicas
foram alinhadas utilizando-se 0 CLUSTALX (Larkin et al. 2007) e editadas pelo BioEdit (Hall
1999), tendo a Analise Bayesiana sido realizada pelo MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck
2003).
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4. RESULTADOS

Vinte e quatro tdxons de Mucorales, pertencentes a oito géneros, foram identificados nos
excrementos de ovinos, caprinos e bovinos: Absidia cylindrospora var. cylindrospora, Circinella
muscae, Cunninghamella echinulata var. echinulata, Lichtheimia brasiliensis, L. ramosa, Mucor
circinelloides f. circinelloides, M. circinelloides f. griseocyanus, M. cicrcinelloides f. janssenii, M.
circinelloides f. lusitanicus, M. hiemalis, M. indicus, M. irregularis, M. luteus, M. racemossum f.
racemosus, M. ramosissimus, M. variosporus, Pilobolus crystallinus, P. Kkleinii, P. longipes, P.
minutus, P. oedipus, Rhizopus arrhizus var. arrhizus, R. stolonifer e Syncephalastrum racemosum
(Figuras 2, 3, 4, 5 e 6). Dentre as amostras de excrementos analisadas, 0 maior nimero de taxons foi
observado nas fezes de ovinos da raca Morada Nova (14 taxons), seguido por outro ovino da raca
Santa Inés (12), e os bovinos das racas Holandés (10) e Girolando (8). Menor riqueza de espécies
foi observada nas amostras de excrementos do bovino Guzera (3) (Tabela 2). Dos oito géneros
identificados, Mucor apresentou 0 maior nimero de espécies (8 espécies = 31,8%), seguido por
Pilobolus (5 espécies = 22,7%) (Figura 7). Uma chave de identificacdo para espécies de Mucorales
coprofilos de uma regido semiarida do Brasil esta sendo fornecida.

Mucor circinelloides f. griseocyanus ocorreu nos excrementos dos caprinos, bovinos e
ovinos analisadas, apresentando a maior frequéncia de ocorréncia (F.O. = 59,35%), seguida por M.
ramosissimus (F.O. = 32,8%) e por M. circinelloides f. circinelloides (F.O. = 31,25%). C.
echinulata var. echinulata, M. irregularis, P. minutus e R. arrhizus var. arrhizus foram menos
frequentes (F.O. = 1,56%; Tabela 3). Considerando-se 0s excrementos inventariados de cada raca
de herbivoro, a raca Morada Nova (ovino) apresentou a maior frequéncia de ocorréncia Mucorales
(F.O. = 78,08%), seguida pela raca Holandés (bovino) (F.O. = 39,03%). Mucor circinelloides f.
griseocyanus foi mais frequente em Morada Nova (F.O. = 23,43%), seguida de M. ramosissimus
(F.O. = 18,75%). Os excrementos da raca Guzera (bovino) apresentaram a menor frequéncia de
ocorréncia de espécies de Mucorales (F.O. = 12,49%; Tabela 3).

De acordo com o teste de y? de adequacéo de ajuste com proporcdes esperadas iguais, nao
houve diferenca significativa na riqueza de espécies (p = 0.0926) de Mucorales isolados dos
excrementos das diferentes ragas de animais. No entanto, diferengas significativas no nimero de
espécies isoladas dos excrementos entre os meses de amostragem foram observadas (p = 0,0458).

A maioria dos Mucorales indentificados ocorreu nas fezes caprinos, bovinos e ovinos,
excetuando-se C. echinulata var. echinulata, M. irregularis e P. minutus, que foram encontradas
apenas em excrementos de bovinos. Lichtheimia ramosa ocorreu apenas em fezes de caprinos da

raca Moxot0. Lichtheimia brasiliensis, M. indicus, M. variosporus, R. arrhizus var. arrhizus e R.
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stolonifer foram observadas colonizando apenas fezes de ovinos. Maior nimero de tdxons ocorreu
em outubro de 2013 (12 taxons), dezembro de 2013 (10) e setembro de 2013 (8), Tabela 5.

Analise de similaridade de Bray Curtis evidenciou maior similaridade entre os excrementos de
bovinos e caprinos e entre os de bovinos e ovinos (66,66%). Menor similaridade foi verificada entre
0s excrementos de caprinos e ovinos (60%) (Tabela 6). Quanto a similaridade entre as ragas, a
composicao das espécies foi mais similar entre os bovinos Guzera e Sindi (75%), seguidos por
bovinos Girolando e ovinos Morada Nova (63,63%) e ovinos Morada Nova e caprinos Anglo-
Nubiana (60%) (Tabela 7, Figura 8).De acordo com a arvore filogenética, construida com base nas
sequéncias da regido LSU2 rDNA dos isolados sequenciados e com as sequéncias de Mucor obtidas
no GenBank, as espécies de Mucor foram agrupadas em dois grandes clados fortemente suportados:
A (Bootstrap = 1,00) e B (Bootstrap = 0,97). O clado B contém dois subclados (B1 e B2) também
fortemente suportados (Bootstrap = 1,00). Os isolados LCM10, 14, 15 e 16 foram aninhados
basalmente dentro do clado A e correspondem a M. circinelloides. O isolado LCM13 foi aninhado
no subclado B1, e corresponde ao M. indicus, enquanto o isolado LCM5 foi agrupado no subclado
B2, tenho sido identificado como M. irregulares (Figura 9). Esses dois taxons estdo sendo citados
pela primeira vez para 0s neotropicos.

Os acidos graxos obtidos ap6s a analise cromatografica, bem como as concentracdes
relativas dos mesmos, estdo discriminados na Tabela 8. Os &cidos palmitico e oléico foram
observados em todas as espécies analisadas. Com exce¢do de S. racemosum todas as espécies
identificadas apresentaram acido linolénico em sua biomassa. O acido oléico mostrou maiores
concentragdes em M. circinelloides f. griseocyanus (53,41%) e em C. echinulata var. echinulata
(40,73%). Dentre as espécies inventariadas C. muscae apresentou a maior concentracdo do acido
palmitico (28,86%), seguida por M. racemosus f. racemosus (23,86%). O acido miristoléico foi o
menos concentrado (0,35%), seguido do &acido cetoléico (0,37%) na biomassa de L. brasiliensis. No
entanto, L. brasiliensis foi o tdxon que apresentou a composi¢cdo de &cidos graxos mais variada
dentre as espécies avaliadas, sendo identificados 11 tipos distintos com perfis de &cidos saturados,
insaturados e poliinsaturados. A composi¢do de &cidos graxos menos variada foi verificada para M.
circinelloides f. griseocyanus, M. circinelloides f. janssenii e S. racemosum, todas com quatro tipos
distintos de acidos graxos nas suas biomassas. De acordo com a analise de concordancia — Kappa e
a Analise de Agrupamento da composicdo dos acidos graxos, segundo o Coeficiente de Correlagéo
Phi, indice de Dissimilaridade de Bray-Curtis e a Técnica de Ward, L. brasiliensis apresentou uma
alta dissimilaridade na composicéo dos acidos, formando um “cluster” separado com elevado grau
de homogeneidade interna e elevada heterogeneidade externa (Figura 10).

Os maiores indices de similaridade foram observados entre M. racemosus f. racemosus e M.

ramosissimus (k=1; p=0), seqguidos de C. echinulata e M. circinelloides f. lusitanicus (k=0,85; p=0)
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(Figura 10). Quanto as diferencas na concentracdo de &cido oléico dos diferentes taxons isolados,
M. circinelloides f. griseocyanus e L. brasiliensis foram os que apresentaram maior dissimilaridade
(A= 0,027) (Figura 11). Os mais elevados indices de dissimilaridade, quanto a concentragdo de
acido palmitico, foram observados em C. muscae e L. brasiliensis (A= 0,048) (Figura 12). A
concentracdo dos acidos graxos de M. indicus e M. irregularis ndo foi fornecida pelo CETENE
devido a problemas técnicos com equipamentos.
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Figura 2: Mucorales coprofilos do semiarido de Pernambuco. Circinella muscae: A — Esporangi¢foros circinados com
esporangios; B — Esporangidforo circinado com espinho estéril. Cunninghamella echinulata: C — Esporéforos com

esporangiolos uniesporados aderidos a columela; D — Espordéforos com vesicula exposta e esporangiolos liberados

(seta).

A

Fonte: de Souza, 2015.
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Figura 3: Mucorales coprofilos do semidrido de Pernambuco. Rhizopus stolonifer: A — Esporangiéforo com o

esporangio; B — Esporangidforo com a columela evidente; C — Rizdides; D — Esporangidsporos.

A B

100pum / 100pum

100pum

50um

Fonte: de Souza, 2015.
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Figura 4: Mucorales coprofilos do semiéarido de Pernambuco. Lichtheimia brasiliensis: A - Esporangi6foro com o
esporangio; B — Esporangioforo com columela e colar evidente (seta); C — Esporangidéforo e rizdide (seta); D —
Esporangidsporos.

A

Fonte: de Souza, 2015.
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Figura 5: Mucorales coprofilos do semiarido de Pernambuco. Mucor indicus: A - Esporangiéforo com esporangio
imaturo; B — Esporangiéforo com esporangio rompido; C — Esporangioforo com columela evidente; D —
Esporangiosporos; E — Clamiddsporos.

Fonte: de Souza, 2015.
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Figura 6: Mucorales coprofilos do semiarido de Pernambuco. Mucor irregularis: A - Esporangiéforo com esporangio;
B — Columela; C — Clamidosporos; D — Esporangiosporos; E — Rizoides.

Fonte: de Souza, 2015.



Tabela 2: Riqueza de espécies de Mucorales nos excrementos de bovinos, caprinos e ovinos de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada, PE.

Excrementos

Mucorales Bovino Caprino Ovino

Eef 5| 88 g g &

c 5 & £ g5 3 52 g

o o 32 <2 S s &)cs
Absidia cylindrospora var. cylindrospora Hagem - -+ - - - - -
Circinella muscae (Sorokin) Berl. & De Toni + -+ + + +
Cunninghamella echinulata (Thaxt.) Thaxt. ex Blakeslee - - + - - R
Lichtheimia brasiliensis A.L. Santiago, Lima & Oliveira - - - - - - - +
L. ramosa (Zopf) Vuill. - - - - - + - ¥
Mucor circinelloides f. circinelloides Tiegh. - -+ - + - + +
M. circinelloides f. griseocyanus (Hagem) Schipper + -+ - - + + +
M. circinelloides f. janssenii (Lendn) Schipper + - - - - + + -
M. circinelloides f. lusitanicus Bruderl Schipper + - - - - - + -
M. hiemalis Wehmer - - - - - - + ¥
M. indicus Lendn. - - - - - + + -
M. irregularis Stchigel, Cano, Guarro & Ed. Alvarez - - + - - - R
M. luteus Linnem - - + - + - + ;
M. racemosus f. racemosus Fresen. - -+ - - - - -
M. ramosissimus Samouts. + - + - - + + -
M. variosporus Schipper - - - - - - + -
Pilobolus crystallinus Tode + o+ -+ - - + +
P. kleinii Tiegh. -+ -+ - + - +
P. longipes Tiegh. - - - + + - + }
P. minutus R.Y. Zheng & G.Q. Chen + - - - - - - -
P. oedipus Mont. + o+ -+ + - + +
Rhizopus arrhizus var. arrhizus A. Fisch - - - - - - - +
R. stolonifer (Ehrenb.) Vuill. - - - - - - - +
Syncephalastrum racemosum Cohn ex J. Schrot - - + - + - + +
Riqueza de espécies 8 3 10 5 6 7 14 12

+ Ocorréncia - Auséncia
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Figura 7: Porcentagem de ocorréncia dos géneros de Mucorales nos excrementos de bovinos, caprinos e ovinos de

Arcoverde, Sertania e Serra Talhada, PE.

4,5%

4,5%

H Absidia

H Circinella

M Cunninghamella
M Lichtheimia

S Mucor

M Pilobolus

M Rhizopus

M Syncephalastrum

Fonte: de Souza, 2015.
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Tabela 3: Frequéncia de ocorréncia de Mucorales nos excrementos de bovinos, caprinos e ovinos de Arcoverde,

Sertania e Serra Talhada, PE.

Mucorales Bovino Caprino Ovino F.O.
Absidia cylindrospora var. cylindrospora + - + 6,25 %
Circinella muscae + - + 18,74%
Cunninghamella echinulata + - 1,56%
Lichtheimia brasiliensis - - + 3,12%
L. ramosa - + + 4,68%
Mucor circinelloides f. circinelloides + + + 31,25%
M. circinelloides f. griseocyanus + + + 59,35%
M. circinelloides f. janssenii + - + 6,24%
M. circinelloides f. lusitanicus + - + 4,68%
M. hiemalis - - + 3,12%
M. indicus - + + 3,12%
M. irregularis + - - 1,56%
M. luteus + + + 4,68%
M. racemosus f. racemosus + - - 3,12%
M. ramosissimus + + + 32,8%
M. variosporus - - + 4,68%
Pilobolus crystallinus + - + 20,31%
P. kleinii + + + 7.81%
P. longipes + + + 9,37%
P. minutus + - - 1,56%
P. oedipus + + + 14,06%
Rhizopus arrhizus var. arrhizus - - + 1,56%
R. stolonifer - - + 7,81%
Syncephalastrum racemosum + + + 12,50%
Total de espécies 16 11 20




Tabela 4: Frequéncia de ocorréncia (F.O.) de Mucorales nos excrementos das diferentes ragas de bovinos, caprinos e ovinos de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada, PE.

Mucorales Anglo Moxotd Santa Inés Morada Holandés Sindi Girolando Guzeréa
Nubiana Nova

Absidia cylindrospora var. cylindrospora - - - - 6,25% - - -
Circinella muscae 1,56% 4,68% 3,126% 1,56% 4,68% - 1,56% -
Cunninghamella echinulata - - - - 1,56% - - -
Lichtheimia brasiliensis - - 3,12% - - - - -

L. ramosa - 3,12% - - - - - -
Mucor circinelloides f. circinelloides 1,56% - 1,56% 15,62% 3,12% - 9,37% -
M. circinelloides f. griseocyanus - 9,37% 4,68% 23,43% 12,5% - 9,37% -
M. circinelloides f. janssenii - 1,56% - 3,12% - - 1,56% -
M. circinelloides f. lusitanicus - - - 3,12% - - 1,56% -
M. hiemalis - - 1,56% 1,56% - - - -
M. indicus - 1,56% - 1,56% - - - -
M. irregularis - - - - 1,56%

M. luteus 1,56% - 1,56% - 1,56% - - -
M. racemosus f. racemosus - - - - 3,12% - - -
M. ramosissimus - 6,25% - 18,75% 3,12% - 4,68% -
M. variosporus - - - 4,68% - - - -
Pilobolus crystallinus - - 1,56% 1,56% - 3,12% 4,68% 9,37%
P. kleinii - 1,56% 1,56% - - 3,12% - 1,56%
P. longipes 4,68% - - 1,56% - 3,12% - -
P. minutus - - - - - - 1,56% -

P. oedipus. 4,68% - 1,56% 1,56% - 3,12% 1,56% 1,56%
Rhizopus arrhizus var. arrhizus - - 1,56% - - - - -

R. stolonifer - - 7,81% - - - - -
Syncephalastrum racemosum 3,12% - 4,68% - 1,56% - - -
Total de F.O. 17,16%  28,10% 35,89% 78,08% 39,03% 14,04% 35,9% 12,49%
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Tabela 5: Mucorales presentes nos excrementos de bovinos, caprinos e ovinos de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada,
PE entre setembro/2013 e abril/2014.

Periodo de coleta

" 92353 3 33

2 3 3 8 £ 2 8 5

w O z O » L = <
Absidia cylindrospora var. cylindrospora -+ - - - - - -
Circinella muscae -+ - + - -
Cunninghamella echinulata -+ - - - - - -
Lichtheimia brasiliensis -+ o+ - - - - -
L. ramosa - - -+ - - - -
Mucor circinelloides f. circinelloides + - -+ - - - -
M. circinelloides f. griseocyanus + O+ o+ o+ o+ - - -
M. circinelloides f. janssenii T
M. circinelloides f. lusitanicus - -+ 4+ - - - -
M. hiemalis + o+ - - - - - -
M. indicus - - - -+ - - -
M. irregularis -+ - - - - - -
M. luteus + - - - - - - -
M. racemosus f. racemosus -+ - - - - - -
M. ramosissimus + 4+ o+ o+ -+ - -
M. variosporus - - - o+ - - - -
Pilobolus crystallinus - - -+ o+ o+ o+ o+
P. kleinii - - -+ o+ - -4
P. longipes + - -+ - -+ -
P. minutus -+ - - - - -
P. oedipus + - -+ - -+ -
Rhizopus arrhizus var. arrhizus -+ - - - - - -
R. stolonifer + - - - - - - -
Syncephalastrum racemosum -+ o+ - - - -+

NUmero de taxons 8 12 6 10 6 2 3
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Tabela 6: Andlise de similaridade de Bray Curtis da composicdo de espécies de Mucorales entre os excrementos de bovinos, caprinos e ovinos de Arcoverde, Sertania e Serra
Talhada, PE.

Herbivoros Bovino Caprino QOvino
Bovino - -

Caprino 66,66% -

Ovino 66,66% 60%

Tabela 7: Anélise de similaridade de Bray Curtis da composicéo de espécies de Mucorales entre os excrementos das oito ragas de herbivoros de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada,

PE.
Herbivoros Anglo Moxotéd Santa Inés Morada Holandés Sindi Girolando Guzeréa
Nubiana Nova
Anglo Nubiano (caprino) . . . - - - - -
Moxoto (caprino) 16,66 % ) ) - - - - -
Santa Inés (ovino) 4444%  33,33% ) - - - - -
Morada Nova (ovino) 60 % 40 % 53,84 % - - - - -
Holandés (bovino) 50% 37,5% 36,36% 50% - - - -
Sindi (bovino) 36,36%  18,18% 35,29% 31,57% 13,33% - - -
Girolando (bovino) 28,57%  57,14% 40% 63,63% 33,33% 30,76% - -
Guzera (bovino) 22,22%  22,22% 40% 23,52% 0% 75% 36,36% -
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Figura 8: Dendograma de Similaridade de Bray-Curtis da composicéo de espécies de Mucorales entre os excrementos

das oito racas de herbivoros de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada, PE.
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Figura 9: Arvore filogenética de Mucor gerada a partir de sequéncias da regido LSU2 do rDNA. Mortierella

parvispora foi utilizada como grupo externo. Os valores de suporte sdo de analise Bayesiana (nimeros préximos aos

ramos). As sequéncias sao seguidas pelos respectivos nlmeros de acesso

GenBank
Mortierella parvispora HM849689

sis JN206551

nensis JN206549 g
uscae JN206550 )
nuscae JN206548 S
JN206552 g

C

Bl
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no
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Tabela 8: Percentual de acidos graxos da biomassa de Mucorales coprofilos de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada, PE.

Mucorales Cl4:1 Ci14 Cl6:0 Cl7 Ci18 C(C18:1 C18:2 C18:3y Cl18:3a C20 C20:1 C22:.0 cCz22:1
Absidia cylindrospora var. cylindrospora - - 25,42 - 8,31 38,20 8,10 5,87 2,17 - - 3,68 -
Circinella muscae - - 28,86 - - 3546 9,29 10,24 - - - 16,13 -
Cunninghamella echinulata - - 16,82 - 12,72 40,73 8,77 6,07 3,83 - - 11,02 -
Lichtheimia brasiliensis 0,35 - 415 038 256 519 253 1,37 121 042 1,32 - 0,37
L. ramosa - - 2141 577 545 32,16 10,93 5,38 6,03 - - 12,85 -
Mucor circinelloides f. circinelloides 246 187 12,61 - 404 22,15 6,61 2,31 6,27 - - - -
M. circinelloides f. griseocyanus - - 21,21 - - 53,41 1255 12,82 - - - - -
M. circinelloides f. janssenii - - 16,02 - 305 19,88 936 12,33 - - - - -
M. circinelloides f. lusitanicus - - 20,81 - 991 3964 8,48 11,06 - - - 10,07 -
M. hiemalis - - 18,03 - 524 38,48 1337 7,53 3,75 - - 8,68 -
M. luteus 3,84 - 18,89 - 576 3280 7,11 5,18 2,90 - - 3,44 -
M. racemosus f. racemosus - - 23,86 - 1185 28,02 555 4,15 531 - - 6,55 -
M. ramosissimus - - 19,32 - 11,99 2429 5,23 7,45 6,58 - - 6,94 -
M. variosporus - - 19,82 3,31 11,23 30,50 6,92 9,77 4,95 - - 9,72 3,74
Rhizopus arrhizus var. arrhizus - - 23,29 - 14,75 37,35 9,87 - - - - 14,72 -
R. stolonifer - - 18,78 3,92 863 3281 848 13,25 2,52 - - 7,67 -
Syncephalastrum racemosum - - 2364 - 12,20 28,90 - - - - - 16,34 -

Acidos Graxos: C14:1 - Miristoléico, C14 - Miristico, C16 - Palmitico, C17 - Margérico, C18 - Esteérico, C18:1 - Oléico, C18:2 - Linoléico, C18:3y - y-Linolénico,
C18:3a - a- Linolénico, C20 - Araquidico, C20:1 - Gadoléico, C22:0 - Beénico, C22:1 - Cetoléico.
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Figura 10: Dendograma de Concordancia - Kappa e Analise de Agrupamento da composicdo dos acidos graxos,
segundo o Coeficiente de Correlacdo Phi, indice de Dissimilaridade de Bray-Curtis e a Técnica de Ward dos Mucorales

presentes nos excrementos de bovinos, caprinos e ovinos de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada.
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Figura 11: Dendograma de Concordancia — Kappa e a Analise de Agrupamento da composicdo do &cido oléico,

segundo o Coeficiente de Correlacdo Phi, indice de Dissimilaridade de Bray-Curtis e a Técnica de Ward dos Mucorales

presentes nos excrementos de bovinos, caprinos e ovinos de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada.
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Figura 12: Dendograma de Concordancia — Kappa e a Andlise de Agrupamento da composicdo do acido palmitico,

segundo o Coeficiente de Correlacdo Phi, indice de Dissimilaridade de Bray-Curtis e a Técnica de Ward dos Mucorales

presentes nos excrementos de bovinos, caprinos e ovinos de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada.
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Chave de identificacdo dos Mucorales de Mucorales coprofilos de Arcoverde, Sertania e Serra
Talhada, PE.

1. Espeécies coprofilas obrigatdrias com esporoforos portando vesicula subesporangial e
L] {0100 ] (o PSSP SP PSRRI 2
1. Espécies coprofilas facultativas portando esporangioforos sem vesicula subesporangial e

L] {01011 o OSSP PR TSP 6
2. Esporangiosporos globosos, subglobosos 0U OVOITES...........cc.ecveiieiiiieiiese e 3
2. ESPOrangiosporos €HPSOIUES. ........cc.euiiiirieisie ettt bbb 5

3. Vesicula subesporangial ovoide; esporangiosporos globosos ou subglobosos com parede

0 [=] (o= Vo - SRS 4
3. Vesicula subesporangial obovdide; esporangiosporos com parede
BSPDESSA. 1.tttk ettt h bR R R bR Rt b e et R e r e nne s Pilobolus oedipus

4. Trofocistos 180-610 x 125-270; columela cilindrica; esporangiésporos globosos, 7-11 pum em
0L 1=] (o USSR P. minutus

4. Trofocistos longos, 410-1800 x 240-420 um; columela conica; esporangiosporos subglobosos,

10-18,5 M €M IAMELIO......cuiiiiiiiiiciee e P. longipes
5. Columela mamiforme; esporangidsporos elipsoides, amarelos claros ou hialinos 7,5-12 x 4,5-
G TR T L PSPPSR P. crystallinus
5. Columela cénico-cilindrica; esporangiosporos elipsoides, itensamente amarelos 10,5-17,5 x
TR = 11 PO OSSPSR P. kleinii
6. Esporangioforos portando ESPOTANGIOS. ........erueieirerieeese ettt 8
6. Esporangi6foros portanto merosporangios ou esSporangiolos.........c.cveveierererevenesese e eeee e, 7
7. Mer6sporos produzidos em meroSporangios.........ccceeeeevveeeesveernennes Syncephalastrum. racemosum

7.Esporangiolos uniesporados pedicelados produzidos sobre uma vesicula
NI Cunninghamella echinulata
8. Esporangioforos simples ou com ramificagOes eretas e/ou curvadas; esporangios sem espinho
L (=] ] SRR 9
8. Esporangiéforos com ramificacbes circinadas; acompanhadas de um espinho
TS < 1 | OSSR Circinella muscae
9. Esporangioforos portando esporéngios apofisados, células gigantes presentes ou
D<) 1 (PO TR OUP PRSPPI 20
9. Esporangi6foros  portando  esporangios  ndo  apofisados, células  gigantes
U0 (S F PSP PP OPPRUOPRRPPPN 10

10. Esporangiosporos regulares quanto a forma e tamanho.............cccocveieriee e 11
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10. Esporangiésporos de tamanho e formas variadas, globosos, ovoides, cilindricos ou

LU0 1= PSS Mucor variosporus
11. Esporangioforos ndo ramificados ou pouco ramificados...........cceeevevieiiericiesiese e 12
11. Esporangioforos repetidamente ramifiCados.........cocovrereiiiieiieieieeee e 13

12. Columelas obovdides; esporangiosporos elipsoidais, plano-convexos 2,5-10 x 2-7,5
U0 DRSSPSR M. hiemalis

12. Columelas globosas; esporangidsporos longo-elipticos e fusiformes 2,5-8,1 (-12,5) x 1-5

10 0o DO TP P RSP PP PSPPI PPRPRPN M. luteus
13. Espécies mesofilicas, N0 CresCem @ 40°% C......voveieiieiieieiieeceesiese e sna s 14
13. Termotolerante, CreSCe @ 400 C.....ooveuieiiieieiie et M. indicus
14. Columelas de varias formas; esporangiosporos subesféricos para
LT 010 o [T USSP Mucor sp.

14. Columelas regulares em forma; esporangidsporos globosos, subglobosos ou
BIIPSOIARS. ...ttt bbbt e Rt bbbt eeneen s 15
15. Esporangidforos com inchagos; esporangios com ramificacdes laterais curtas; columelas
aplanadas, globosas ou obovoides; clamiddsporos presentes ou ndo, quando presentes nunca
abundantes e nunca formados nas estruturas de repProdUGAD...........cocorerererireerieriene e 16
15. Esporangit¢foros sem inchagos, com ramificagBes laterais longas; columelas subglobosas,
ovoides ou elipsbides; clamiddsporos abundantes, inclusive nos esporangiéforos e nas
COIUMEIAS. ... e M. racemosus f. racemosus

16. Colbnias altas (até 10 mm); esporangi6foros recurvados ou ndo; inchagos abaixo dos
esporangios ausentes; columelas obovoides, globosas ou subglobosas.............cceverereieieseinenns 17
16. Colbnias baixas (até 2 mm); esporangiéforos recurvados ou ndo; inchaco abaixo dos
esporangios frequentemente visualizados; columelas aplanadas...............c.ccc.cu.e.. M. ramosissimus
17. Colbnias brancas inicialmente, tornando-se acinzentadas quando o micélio envelhece;
esporangioforos até 7 (-10) um em didmetro; eSPOrangios NEQIOS ........ccvevverrereereereereerresresresseseens 18
17. Colbnias amarelas inicialmente, tornando-se acastanhadas quando o micélio envelhece;
esporangioforos até 14 (-17) um em diametro; esporangios cinza-amarronzados..............c..cc........ 19
18. Esporangidforos simpodialmente ramificados; esporangios escuros, globosos (15-) 20-72,5 (—
75) um; esporangiosporos elipSOides; .........covvveiiieneneiescniens M. circinelloides f. griseocyanus

18. Esporangioforos simpodialmente ramificados ou monopodialmente ramificados (raramente);
esporangios marrons escuros, globosos a levemente subglobososos, 20-90 um; esporangiosporos
globosos a levemente subglobOS0S...........ccviieiiiiiiieeee e M. circinelloides f. janssenii
19. Esporéngios castanhos escuros e globosos, (32,5-) 37,5-85 (-87,5) um; columelas obovoides;

esporangiosporos €lipSOides. ........coovvvreiiiiieiieieieree e M. circinelloides f. circinelloides
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19. Esporangios castanhos e globosos, 21,5-92,5 um; columelas globosas; esporangidsporos
elipsdides e algumas vezes com formatos irregulares..............ccccuo..... M. circinelloides f. lusitanicus
20. Esporangioforos surgindo de estolfes, nunca opostos aos rizdides, esporangios esféricos,
piriformes ou subpiriformes apofisados; células gigantes PreSentes.........c.ccovvereererereeesenieennen, 21
20. Esporangidforos surgindo do micélio aéreo e/ou de estoldes, opostos aos rizdides, esporangios
apofisados globosos e subglobosos; células gigantes aUSENTES...........ccevverveieeiiereeie e 23
21. Espécies termofilicas, crescem a 40° C; septo subesporangial ausente ou raro;
esporangiosporos globosos, subglobosos ou elipsoides; celulas gigantes
[SLLSS ST 01 (PP PR 22
21. Espécies mesofilicas, ndo crescem a 40° C; septo subesporangial presente; esporangiosporos
cilindricos; células gigantes ausentes.............c.ccceeevuvenenne. Absidia cylindrospora var. cylindrospora
22. Columelas globosas, subglobosas e/ou espatuladas, frequentemente apresentando projecoes;
CElUIAS GIGANTES PrESENTES. ...c.ecueieiteieiirie ettt Lichtheimia ramosa
22. Columelas subglobosas e hemisféricas curtas, sem projecbes; células gigantes
AUSEINIEES. ...ttt ettt e ettt s e s e s et e bbb bt e bt e R e R e e bbb R Rt Rt R e et e et e b nenne e L. brasiliensis
23. Rizoides presentes, bem desenvolvidos, abundantes e rizopodiformes; esporangioforos
atingindo 3 mm em comprimento; columelas ovOides............ccovvevevereiereceennen, Rhizopus stolonifer
23. Rizoides, pouco desenvolvidos, simples ou raramente ramificados quando presentes;
esporangioforos atingindo 1,7 mm em comprimento; columelas subglobosas, hemiglobosas,
raramente  ODIONGO-0VOIAES.........cc.eciiiuieiicceeece e sae s R. arrhizus

var. arrhizus
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5. DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho elevam o conhecimento da diversidade dos Mucorales
coprofilos no semiérido do Brasil. Embora alguns estudos tenham reportado a ocorréncia de fungos
coproéfilos no pais (Batista, 1948; Batista & Pontual, 1948; Batista et al., 1955; Batista et al.,
1961a,b,c; Trufem, 1984; Trufem & Viriato, 1985; Viriato & Trufem, 1985; Richardson, 2001b;
Wartchow et al., 2007), poucos sao referidos exclusivamente aos Mucorales (Alves et al., 2002;
Santiago et al., 2008; Melo et al., 2011; Santiago et al., 2011). Em se tratando da regido semiérida
brasileira, o conhecimento da diversidade e composicdo das comunidades desses fungos em
excrementos € restrito a apenas um estudo realizado no Parque Nacional do Catimbau, Buique,
Pernambuco, a partir excrementos de bovinos, caprinos e ovinos (Lima, 2014).

Dentre os vinte e quatro taxons de Mucorales identificados nos excrementos de herbivoros
de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada, PE. Absidia cylindrospora var. cylindrospora, C. muscae,
L. ramosa, M. hiemalis, P. crystallinus, P. kleinii, P. longipes, R. arrhizus var. arrhizus e S.
racemosum também foram reportados por Lima (2014), apoiando os resulados aqui expostos. No
entanto, C. echinulata, L. brasiliensis, M. circinelloides f. circinelloides, M. circinelloides f.
griseocyanus, M. circinelloides f. janssenii, M. circinelloides f. lusitanicus, M. racemosus f.
racemosus, M. ramosissimus, M. variosporus, P. minutus, P. oedipus e R. stolonifer estdo sendo
citadas pela primeira vez em excrementos de herbivoros em areas de Caatinga.

Salienta-se que a maioria das espécies identificadas nesse trabalho foram reportadas por
outros autores nesse substrato e em outros dominios no Brasil, indicando ndo serem endémicas da
Caatinga. Circinella muscae, M. hiemalis, P. crystallinus, P. kleinii, P. longipes, R. arrhizus e S.
racemosum foram citadas por Santiago et al. (2011) em fezes de herbiros da Mata Atlantica no
Recife, enquanto, L. ramosa (como A. ramosa), C. muscae, M. hiemalis, P. crystallinus, P. Kleinii e
P. longipes foram descritas por Trufem (1984) e por Trufem & Viriato (1985), em estudos sobre a
comunidade coproéfila da Fundacéo Parque Zoologico de S&o Paulo. Com excessdo de M. indicus e
M. irregulares, que estdo sendo reportados pela primeira vez para os Neotropicos, todos os tdxons
desse género isolados nesse trabalho foram relatados por Alves (2002) em excrementos de
herbivoros da Mata Atlantica do Recife, PE. Dentre as espécies reportadas pelos autores
supracitados, 15 foram verificadas nos excrementos inventariados nessa dissertagédo, embora fezes
de diferentes herbivoros tenham sido analisadas por ambos os autores, indicando que a colonizagdo
de vérias espécies de Mucorales independe da especificidade dos taxons por fezes de um

determinado animal, fato também observado por MCcarthy (2000), Richardson (2001a), Alves et al.
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(2002), Nyberg & Persson (2002), Delgado-Avila et al. (2005), Santiago et al. (2008, 2011) e Lima
(2014).

Algumas espécies de Mucorales isoladas no presente trabalho também foram reportadas em
excrementos de animais em outros paises. Masunga et al. (2006) isolaram C. elegans e P.
crystallinus de excrementos de elefantes na Africa, enquanto Abdullah (1982) reportou P. kleinii
em excrementos de jumento, carneiro e camelo coletados no Iraque. Estudos tém mostrado que esse
grupo de fungos apresenta uma ampla distribuicdo fitogeografica e capacidade de adaptacdo as
condi¢OGes ambientais distintas (Ebersohn & Eicker, 1997; Caretta et al., 1998; MCcarthy, 2000;
Richardson, 2001a; Nyberg & Persson, 2002; Delgado-Avila et al., 2005).

Dentre os géneros isolados, Mucor foi 0o mais representativo em nimero de taxons, com oito
espécies e quatro formas, seguido por Pilobolus, com cinco espécies. De acordo com Krug et al.
(2004), Mucor ¢é representado por espécies coprofilas facultativas, enquanto Pilobolus é coprofilo
obrigatorio. Como as espécies do primeiro género sdo muito comuns em amostras de solo (Santiago
& Souza-Mota, 2008; de Souza et al., 2008), é possivel que a presenca desses tdxons nos
excrementos inventariados sejam provenientes da agdo transitoria de propagulos entre o solo,
substrato perene, e 0s excrementos, visto que a maior ou menor disponibilidade de excrementos
depende da densidade dos animais (herbivoros, carnivoros e onivoros) no ambiente. Dos 11 tdxons
de Mucor reportados por Alves et al. (2002) em excrementos de 10 herbivoros mantidos em
cativeiro na Reserva Ecoldgica de Dois Irmdos e no Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Brasil, seis estdo registrados neste trabalho: M. circinelloides f.
circinelloides, M. circinelloides f. griseocyanus, M. circinelloides f. janssenii, M. circinelloides f.
lusitanicus, M. hiemalis (como M. hiemalis f. hiemalis), M. luteus (como M. hiemalis f. luteus), M.
racemosus f. racemosus e M. variosporus. Com excecdo de M. hiemalis, todas as outras espécies
desse género estdo sendo citadas pela primeira vez como copréfilas para o semiarido e, como o
supracitado, P. minutus e P. oedipus estdo sendo citadas pela primeira vez para excrementos em
regides de Caatinga. No Brasil, a ocorréncia de espécies desse Ultimo género foi reportada por
varios autores, sendo os trabalhos Batista (1948) e Batista & Pontual (1948) pioneiros,
documentando a presenca de P. crystallinus, P. kleinii e P. longipes em excrementos de bovinos.
Posteriores consideracdes foram fornecidas por Trufem (1984), Trufem & Viriato (1985),
Richardson (2001a), Alves et al. (2002), Viriato (2003) e Santiago et al. (2008, 2011). A maior
representatividade em relacdo ao numero de taxons de Mucor e Pilobolus nos excrementos
analisados também foi verificada por Santiago (2008). Deve-se considerar que o autor utilizou
como substrato fezes de excrementos de animais herbivoros distintos dos amostrados no presente

trabalho.
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Os resultados aqui decritos mostraram que os excrementos de Morada Nova (ovinos) foram
mais ricos em numero de espécies, seguidos pelas fezes de Santa Inés (ovinos) e de Holandés
(bovinos). No entanto, de acordo com o teste de X* de adequacdo de ajuste com proporgoes
esperadas iguais, ndo houve diferenca significativa (p = 0.0926) na riqueza de espécies de
Mucorales nos excrementos dos diferentes animais herbivoros analisados. Segundo Ebersohn &
Eicker (1997) e Santiago et al. (2011), diferencas na composi¢cdo de uma comunidade podem estar
correlacionadas com fatores abidticos e biodticos que influenciam diretamente a micobiota do
substrato. O fato de as amostras de excrementos terem sido mantidas dentro de condigOes
experimentais semelhantes (temperatura, incindéncia de luz, umidade) e isentas de insetos
micofagos pode explicar a semelhanca na riqueza das espécies de Mucorales nos excrementos
evidenciada pelo teste de X2. O mesmo foi verificado por Lima (2014) em excrementos de ovinos,
caprinos e bovinos do Parque Nacional do Catinbau. No entanto, a analise estatistica revelou
diferencas significativas no nimero de taxons isolados dos excrementos entre 0s meses de
amostragem (p = 0,0458), indicando que a sazonalidade influeciou no numero de espécies, mas nao
na composicdo dos Mucorales. Resultado oposto foi obsevado por Santiago et al. (2011), que
reportaram que a composicdo de espécies de Mucorales foi afetada pelas mudancas de estacéo,
ocorrendo o oposto para 0 numero de tdxons. Bell (1975), em um estudo de trés anos sobre a micota
em excrementos de gamba (Trichosurus vulpecula Kerr), na Nova Zelandia, atribuiu maior
ocorréncia de algumas espécies de fungos as chuvas de inverno. Contudo, segundo Richardson
(2001a) diferentes fatores abidticos podem influenciar a comunidade fungica. Mudancas de
temperatura, por exemplo, nas diferentes estacbes do ano podem ter contribuido para os resultados
da autora, visto que algumas das espécies reportadas por ela eram psicrofilas.

Menores indices pluviométricos foram registrados para o més de dezembro de 2013, para
trés cidades amostradas, tendo elevada pluviosidade também sido observada para Serra Talhada em
marco de 2014 (Figura 1). Um maior numero de téxons (12) foi observado no periodo que
antecederam as chuvas, sendo 0 maior registro para 0 més de outubro (Tabela 5). De acordo com
Santiago (2008), os fungos coprofilos frequentemente crescem e esporulam em condicdes
especificas. Portanto, diferentes micobiotas podem ocorrer em condi¢fes de umidade e temperatura
variadas. Deste modo, € possivel que as espécies Mucorales indentificadas no presente estudo
estejam adaptadas as condicGes climéticas adversas, caracteristicas do dominio Caatinga.

Em relacdo a frequéncia de ocorréncia, dentre os isolados, M. circinelloides f. griseocyanus
foi o mais frequente (F.O = 59,35%), enquanto C. echinulata, M. irregularis e R. arrhizus var.
arrhizus foram os taxons menos frequentes (F.O = 1,56%). Mucor e Rhizopus apresentam muitas
espécies coproéfilas ou ndo (Krug et al., 2004). Entretanto, espécies de Cunninghamella séo

primariamente colonizadoras de outros substratos (Domsch et al., 2007). A maioria das espécies
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identificadas nesse estudo apresentaram frequéncias de ocorréncia baixa, ndo superiores a 32,8%.
Comportamento semelhande foi verificado por Richardson (2001a), Nyberg & Persson (2002) e por
Santiago et al. (2011), em estudos sobre a comunidade fangica copréfila de animais herbivoros.
Lima (2014) reportou frequéncia de ocorréncia igual ou inferior a 16,66%, sendo S. racemosum 0
tdxon mais frequente.

Pilobolus Kleinii € comummente reportada com elevada frequéncia em excrementos de
animais herbivoros (Richardson, 2001a; Nyberg & Persson, 2002) em outros dominios. Entretanto,
essa espécie foi pouco frequente nas amostras analisadas neste estudo (7,81%). Resultado
semelhante foi verificado por Lima (2014), em excrementos herbivoros do semiérido, corroborando
com os resultados obtidos deste estudo. E possivel que esse td&xon seja mais sensivel ao estresse
hidrico e de temperatura, caracteristico do semiarido.

A similaridade da composi¢do dos Mucorales foi mais elevada entre 0s excrementos de
bovinos e caprinos, bem como entre bovinos e ovinos (66,66%). A menor taxa foi observada entre
caprinos e ovinos, embora o indice de 60% possa ser considerado elevado (Christensen, 1989). De
acordo com Dix & Webster (1995), o processo digestivo dos animais é um fator seletivo importante
para a composicdo de espécies nos excrementos. Os indices de similaridades da composicdo de
Mucorales nos excrementos, considerados altos, podem estar relacionados a condi¢do de ruminantes
de todos animais estudados, os quais apresentam 0 mesmo nimero de camaras gastricas. Além disso
o0 regime nutricional dos animais foi semelhante, tendo os herbivoros sido alimentados com racéo e
com silagem de milho.

Considerando-se as diferentes racas, a composi¢do das espécies foi mais similar entre as
racas bovinas Guzerd e Sindi (75%) que, embora ndo compartilhassem o mesmo ambiente, foram
expostas a condi¢bes nutricionais semelhantes, tendo sido 0s Unicos animais mantidos no pasto.
Segundo Santiago et al. (2011) varia¢des nutricionais dos animais podem influenciar na micota dos
excrementos. O fato desses animais terem passado a maior parte do tempo no pasto, onde se
alimentavam, pode ter contribuido para a elevada similaridade encontrada. Elevada similaridade
também foi observada entre as racas Morada Nova (caprino) e Anglo-Nubiana (ovino). Além de
ambas terem sido mantidas na fazenda do IPA, do municipio de Sertania, foram alimentadas com
silagem de milho, o que também pode explicar a elevada similaridade. Interessante notar que as
racas Girolando (bovinos) e Morada Nova (ovinos) apresentaram a segunda maior similaridade,
mesmo tendo sido criados em cidades diferentes (embora no mesmo dominio) e tendo dietas
diferentes. Estudos mostram que, embora alimentagdo dos animais seja um fator limitante para o
aparecimento de alguns taxons, outros fatores, como localizagdo geogréafica, teor de umidade e
temperaturas elevadas podem influenciar na composicdo das comunidades de fungos nos
excrementos dos animais (Caretta & Piontelli, 1996; Ebersohn & Eicker, 1997; Richardson, 2001a;
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Santiago et al., 2011).De acordo com a arvore filogenética construida com base nas sequéncias da
regido LSU2 rDNA dos isolados sequenciados e com as sequéncias de Mucor obtidas no GenBank,
os isolados LCM13 e LCM15 correspondem a M. indicus e M. irregulares, respectivamente. As
caracteristicas morfoldgicas desses dois espécimes apresentaram boa correspondéncia com as
descrigdes de Zheng & Liu (2009) e Zheng & Chen (1991), para esses dois taxons, respectivamente.
A arvore filogenética, construida com base nas sequéncias da regido LSU2 rDNA, esta de acordo
com Alvarez et al., (2011) e Walther et al. (2013).

Algumas linhagens de M. indicus apresentam semelhancas morfoldgicas as de M.
circinelloides (Schipper, 1978). No entanto, as ramifica¢fes curtas e abundantes observadas em M.
circinelloides ndo sdo presentes em M. indicus, bem como as columelas, predominantemente
globosas na ultima espécie sdo distintas das obovoides verificadas em M. circinelloides. Além
disso, a termotolerancia, inerente ao M. indicus, ndo é verificada em M. circinelloides (Schipper,
1978; de Souza 2006).

As caracteristicas morfologicas de Mucor irregularis isolada no presente trabalho
apresentaram boa correspondéncia as descritas por Zheng & Chen (1991). No entanto, a producao
de columelas com formas bizarras ndo foi observada nesse trabalho. O espécime identificado
apresentou columelas esféricas, globosas e subglobosas, caracteristicas também reportadas por Lu
et al. (2009, 2013). Os esporangiosporos apresentaram-se em maioria elipsoides, com alguns
cilindricos e globosos, como descrito por Lu et al., (2009, 2013) e Schell et al., (2011).

A utilizacdo de microrganismos oleaginosos tem sido documentada nos ultimos anos,
principalmente, devido a capacidade dos mesmos de acumular altas quantidades de lipidios
intracelulares, ao crescimento rapido em varias fontes de carbono e a semelhanca de fragcdes de
triclicerideos com os encontrados em plantas (Tauk-Tornisielo et al., 2009; Xia et al., 2011; Wei et
al., 2013). Entretanto, quando se trata da producao de biodiesel, apenas aqueles com um elevado
teor de acido estearico (C18:0) e/ou &cido oléico (C18:1) sdo potenciais alvos de interesse, devido a
estabilidade oxidativa e a adaptabilidade para producdes em escala industrial que esses acidos
apresentam (Meng et al., 2009). Em relacdo aos &cidos graxos extraidos da biomassa dos tdxons
isolados, os acidos palmitico (C16:0) e oléico (C18:1) estiveram presentes em todas as espécies
analisadas. A maior concentracdo de &cidos graxos foi verificada para o acido oléico (C18:1) em
Mucor circinelloides f. griseocyanus (53,41%), seguida por Cunninghamella echinulata (40,73%).
Considerando-se o perfil de acidos graxos dos tdxons amostrados, o &cido estearico (C18:0) foi
observado em 14 espécies: A. cylindrospora var. cylindrospora, C. echinulata, L. brasiliensis, L.
ramosa, M. circinelloides f. circinelloides, M. circinelloides f. lusitanicus, M. hiemalis, M. luteus,

M. racemosus f. racemosus, M. ramosissimus, M. variosporus, R. arrhizus var. arrhizus, R.
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stolonifer e S. racemosum. Deste modo, os tdxons reportados no presente estudo apresentam
caracteristicas interessantes para a producdo de combustiveis de fontes renovaveis.

A presenca dos acidos miristico (C14), palmitico (C16), estearico (C18), linoléico (C18:2) e
y-linolénico (C18:3y) foi verificada na biomassa de A. cylindrospora var. cylindrospora, C.
echinulata, L. brasiliensis, L. ramosa e M. circinelloides f. griseocyanus. Esses acidos foram
anteriormente reportados por Li et al., (2007) e Liu & Zhao (2007) em Cryptococcus albidus (Saito)
C.E. Skinner, Lipomyces starkeyi Lodder & Kreger-van Rij, Rhodosporidium toruloides I. Banno,
Rhodotorula glutinis (Fresen.) F.C. Harrison, Trichosporon pullulan (Lindner) Diddens & Lodder e
Yarrowia lipolytica (Wick., Kurtzman & Herman) Van der Walt & Arx. De acordo com Qiang et al.
(2008), tais acidos podem ser utilizados como matéria prima para a producao de biodiesel por
reacdo de transesterificacdo na presenca de um alcool monohidroxilado de cadeia curta, como o
etanol ou metanol e preferencialmente de um catalisador &cido ou bésico, em condi¢cfes
experimentais adequadas. Wei et al. (2013) reportaram a ocorréncia do acido miristico (C14) em M.
circinelloides utilizando o substrato Avicel pré-sacarificado. A ocorréncia desse &acido graxo
também foi verificada em amostras de M. circinelloides f. circinelloides neste estudo, corroborando
os resultados obtidos. Segundo os autores supracitados, esse acido apresenta uma implicacdo pratica
interessante, sendo preferivelmente utilizado para a producdo de combustiveis utilizados em
aeronaves, por serem constituidos por cadeias curtas de acidos graxos. Deste modo, quanto maior a
cadeia hidrocarbdnica, maior o nimero de cetano, que € a escala que define a qualidade do
combustivel em relacdo ao poder de autoinflamacdo, a lubricidade, assim como 0s pontos de névoa
e de entupimento dos componentes do motor (Knothe, 2008).

De acordo com Ratledge & Wynn (2002), espécies de Mucorales séo consideradas potencias
produtoras de células oleaginosas simples contendo acido y-linolénico (C18:3y). Com excegéo de R.
arrhizus var. arrhizus e de S. racemosum todas as espécies indentificadas apresentaram acido y-
linolénico (C18:3y) nas suas biomassas. Esse acido graxo também foi verificado por Chatzifragkou
et al. (2012) em C. echinulata e em Umbelopsis isabellina (como M. isabellina), corroborando os
resutados deste estudo. Segundo os autores, a producdo de células oleaginosas simples, contendo
acido y-linolénico (C18:3y), ¢ considerada uma caracteristica promissora, visto que esse &cido pode
ser posteriormente convertido em biodiesel.

Segundo Knothe (2008), em relacdo a inssaturacdo dos &cidos graxos, quanto menor o
namero de duplas ligagdes, maior a cetanagem do combustivel, 0 que consequentemente induz um
melhor desempenho pela qualidade de combustdo. Em linhas gerais, um biodiesel com
predominancia de acidos graxos combinados mono-insaturados (oléico) sdo os que apresentam 0s

melhores resultados nas propriedades pertinentes. Os resultados obtidos neste estudo mostram-se
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promissores quanto & producdo de &cido oléico, visto que os percentuais mais elevados de acidos
graxos nos Mucorales isolados referem-se a esse acido.

Quando comparados aos &cidos oléicos de peixe, de sementes de babacu, de soja e de
microalgas, tradicionamente utilizados como matéria-prima para a producdo de biodiesel, as
quantidades desse acido observadas em algumas das espécies de Mucorales analisadas nesse
trabalho foram extremamente satisfatorias. Ferrari et al. (2005) verificaram uma concentracdo de
22,45% de acido oléico em soja, enquanto Lima et al. (2007) reportaram 14,0% para o 6leo de
babacu. Gomes (2009) observou 12,58% de &cido oléico em 6leos de peixe e Schroeder (2013)
registrou 22,46% desse &cido em microalgas. Assim, A. cylindrospora var. cylindrospora (38,20%
de acido oléico), C. muscae (35,46%), C. echinulata (40,73%), L. ramosa (32,16%), M.
circinelloides f. circinelloides (22,15), M. circinelloides f. griseocyanus (53,41%). M.
cicrcinelloides f. janssenii (19,88%), M. circinelloides f. lusitanicus (39,64%), M. hiemalis
(38,48%), M. luteus (32,80%) M. racemosus f. racemosus (28,02%), M. ramosissimus (24,29%), M.
varioporus (30,50%), R. arrhizus var. arrhizus (37,35%), R. stolonifer (32,81%) e S. racemosum
(28,90%), podem ser consideradas como promissoras para a producao de biodiesel.

Esse estudo reporta 24 taxons de Mucorales em excrementos de herbivoros do semiarido do
Brasil, sendo um dos estudos pioneiros desses fungos coprdéfilos no dominio Caatinga e o primeiro
nas cidades de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada. Considerando as condi¢Oes adversas de
temperatura e umidade, tipicas de regides semiaridas, e comparando os resultados aqui descritos
com os de outros autores, pode dizer que a riqueza desses fungos nas areas inventariadas € elevada.
Lima (2014) reportou apenas onze espéecies de Mucorales em excrementos de bovinos, caprinos e
ovinos do Parque Nacional do Catimbau, sertdo pernambucano, enquanto Abdullah (1982) e
Masunga et al. (2006) relataram 3 e 6 espécies, respectivamente, ainda em regides semiaridas. Em
compara¢do com a diversidade do grupo em areas de Mata Atlantica, embora Santiago et al. (2011)
tenham reportado 39 tdxons em Pernambuco, Trufem & Viriato (1985) e Viriato & Trufem (1985)
obtiveram apenas 23 taxons, ou seja, a riqueza dos dois ultimos trabalhos foi inferior a observada
nesse estudo. Dessa forma, é importante destacar a importancia de estudos de levantamento da
diversidade de fungos em areas de Caatinga, para que seja desmistificada a ideia de que a riqueza de
microrganismos nesse dominio € baixa, bem como encorajar pesquisas futuras com o objetivo de
potencializar o uso biotecnoldgico de taxons de espécies de Mucoromycotina, visto que as mesmas
exibem caracteristicas peculiares como a producdo de &cidos graxos poliinsaturados. Alguns dos
acidos graxos citados nesse trabalho séo excelentes alternativas para a suplementacdo alimentar de
animais e humanos, além de apresentarem elevado potencial para producao de biocombustiveis, por
terem alta viscosidade e por serem resistentes a oxidagdo, caracteristicas importantes para a

producdo de um biodiesel de qualidade.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho e, considerando-se as condicGes

experimentais estabelecidas, conclui-se que:

- Excrementos de caprinos (Capra hircus L.) das racas Anglo Nubiana e Moxot6 e de ovinos
(Ovis arires L.) das racas Santa Inés e Morada Nova sdo favoraveis para o crescimento de

Mucorales;

- Excrementos de bovinos (Bos taurus L.) das racas Holandesa, Girolando, Sindi e Guzera
Leiteiro sdo adequados para o desenvolvimento de Mucorales;

- Pelo menos vinte e quatro tdxons de Mucorales ocorrem em excrementos de herbivoros de

Arcoverde, Sertania e Serra Talhada, Pernambuco, Brasil;

- Circinella muscae, L. ramosa, M. circinelloides f. circinelloides, M. circinelloides f.
griseocyanus, M. cicrcinelloides f. janssenii, M. luteus, M. ramosissimus, P. kleinii, P. longipes,
P. oedipus e Syncephalastrum racemosum fazem parte da micobiota coprofila de caprinos em

Sertania, Pernambuco, Brasil;

- A comunidade de espécies de Mucorales em ovinos de Sertania, Pernambuco, Brasil, é
composta por C. muscae, Lichtheimia sp., L. brasiliensis, Mucor sp., M. circinelloides f.
circinelloides, M. circinelloides f. griseocyanus, M. circinelloides f. janssenii, M. circinelloides
f. lusitanicus, M. luteus, M. hiemalis, M. ramosissimus, M. variosporus, P. crystallinus, P.
kleinii, P. longipes, P. oedipus, R. arrhizus var. arrhizus, R. stolonifer e Syncephalastrum

racemosum,

- Absidia cylindrospora var. cylindrospora, Circinella sp., C. muscae, C. echinulata, M.
circinelloides f. circinelloides, M. circinelloides f. griseocyanus, M. circinelloides f. janssenii,
M. circinelloides f. lusitanicus, M. luteus, M. racemosus f. racemosus, M. ramosissimus, P.
crystallinus, P. Kleinii, P. longipes, P. Minutus, P. oedipus e S. racemosum fazem parte da
comunidade coprofila de bovinos de Arcoverde e Serra Talhada, Pernambuco, Brasil;

- Mucor circinelloides f. griseocyanus é o tdxon de Mucorales mais frequente nos excrementos

de bovinos, caprinos e ovinos nas areas estudadas;

- Cunninghamella echinulata, M. irregularis e R. arrhizus var. arrhizus sdo os taxons menos

frequentes nos excremtos dos herbivoros;

- A composicao das espécies € mais similar entre os excrementos dos bovinos Guzerd e Sindi;
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- M. indicus e M. irregularis estdo sendo citados pela primeira vez nos neotrdpicos;

- Excrementos dos diferentes herbivoros das cidades de Arcoverde, Sertania e Serra Talhada,
Pernambuco, Brasil, apresentam a mesma riqueza de espécies de Mucorales, embora o nimero

de espécies nos excrementos de cada animal varie ao longo dos meses do ano;

- Dentre os géneros observados nos excrementos dos herbivoros, Mucor comporta 0 maior

numero de espécies, seguido por Pilobolus, Lichtheimia e por Rhizopus;

- Cunninghamella echinulata, M. irregularis e P. minutus ocorrem apenas em excrementos de

bovinos, enquanto L. ramosa ocorre apenas em fezes de caprinos da raga Moxoto;

- Lichtheimia brasiliensis, M. variosporus, R. arrhizus var. arrhizus e R. stolonifer estdo

presentes em fezes de ovinos;

- Treze diferentes acidos graxos compde a biomassa de Mucorales coproéfilos do semiarido de

Pernambuco, incluindo os &cidos linoléico, y-linolénico, estearico e/ou oléico;

- Todos os taxons de Mucorales identificados apresentam os acidos palmitico e oléico em suas

biomassas;

- Com excecao de S. racemosum, todas as espécies analisadas apresentam &cido linolénico em

suas hiomassas;

- O é&cido oléico ocorre com maior concentragdo em M. circinelloides f. griseocyanus e em C.

echinulata, ocorrendo o oposto para o &cido miristoléico na biomassa de L. brasiliensis;

- Lichtheimia brasiliensis apresenta a composicdo de acidos graxos mais variada dentre os

isolados.
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