U [Sg
| [~=3
e~

)|

Z)‘él

TUS
v

PAVI|
v

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE MICOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA DE FUNGOS

El

Vi

-H
2

CATARINA LETICIA FERREIRA DE LIMA

DIVERSIDADE DE MUCORALES EM DUAS AREAS DE BREJO DE
ALTITUDE DE PERNAMBUCO

Recife
2018



CATARINA LETICIA FERREIRA DE LIMA

DIVERSIDADE DE MUCORALES EM DUAS AREAS DE BREJO DE
ALTITUDE DE PERNAMBUCO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biologia de Fungos, do
Departamento de Micologia, do Centro de
Biociéncias, da Universidade Federal de
Pernambuco, como parte dos requisitos para a
obtencdo do titulo de Mestre em Biologia de
Fungos.

Area de Concentracdo: Taxonomia e Ecologia
de Fungos

Orientador: Dr. André Luiz Cabral Monteiro de Azevedo Santiago

Recife
2018



Catalogagéao na fonte:
Bibliotecaria Claudina Queiroz, CRB4/1752

Lima, Catarina Leticia Ferreira de

Diversidade de Mucorales em duas areas de brejo de altitude de
Pernambuco / Catarina Leticia Ferreira de Lima - 2018.

65 folhas: il., fig., tab.

Orientador: André Luiz Cabral Monteiro de Azevedo Santiago
Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco.
Centro de Biociéncias. Programa de P6s-Graduagao em Biologia de
Fungos. Recife, 2018.
Inclui referéncias
1. Fungos 2. Mucoromycota 3. Solos - manejo

|. Santiago, André Luiz Cabral Monteiro de Azevedo (orient.) Il. Titulo

579.5 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2019-052




CATARINA LETICIA FERREIRA DE LIMA

DIVERSIDADE DE MUCORALES EM DUAS AREAS DE BREJO DE

ALTITUDE DE PERNAMBUCO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
graduacdo em Biologia de Fungos, da
Universidade Federal de Pernambuco, como parte
dos requisitos para a obtenc¢éo do titulo de Mestre
em Biologia de Fungos.

Data de aprovagéo: 08/03/2018.

COMISSAO EXAMINADORA:

Dr. André Luiz C. M. de A. Santiago (Orientador)
Departamento de Micologia - UFPE

Dra. Cristina Maria de Souza-Motta
Examinadora interna - Titular/UFPE

Dra. Flavia Paiva Coutinho
Examinadora externa - Titular/CETENE

Dr. Roger Fagner Ribeiro Melo
Examinador externo — Suplente/UFPE

Dra. Oliane Maria Correia Magalhées
Examinadora interna — Suplente/UFPE

RECIFE
2018



AGRADECIMENTOS

A minha mae, Maria Leticia, por sempre acreditar em mim, ndo me deixando desistir
nos momentos de dificuldade, incentivando e guiando os meus caminhos. A senhora € tudo

para mim!

Ao meu namorado e parceiro de vida, Arthur Cabral, por estar sempre ao meu lado.
Sem sua dedicacdo, apoio e amor tudo seria mais dificil. Obrigada pela familia que estamos
construindo e pelo presente que é a nossa filha, Antbnia, que ainda espera na barriga para

conhecer o mundo, mas ja mudou tanta coisa em nossas vidas.

Ao meu orientador Dr. André Luiz Cabral Monteiro de Azevedo Santiago, pela

amizade, confianca e paciéncia sempre evidentes para conclusio desse trabalho.

Ao meu grupo de pesquisa, Thalline Leite, Diogo Xavier, Carlos Fragoso, Ana Lucia
Melo e Rafael Vilela, pela amizade e pelo incentivo nas atividades do laboratorio, bem como
pela ajuda nos experimentos de biologia molecular, filogenia, edicdo de imagens e na escrita

do artigo.

A todos que trabalharam comigo no laboratério I: Rejane, Camila, Ingrid, Mayara e

Valéria, pelo companheirismo, incentivo e boas risadas.

Aos colaboradores, Luciana Gurgel e Waldemar Melo, pela parceria imprescindivel

para a realizacdo das coletas.
A Jonathan Ramos Ribeiro pela ajuda nas analises estatisticas.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), pelo

apoio financeiro que possibilitou a realizacéo deste trabalho.

A todos que, diretamente ou indiretamente, contribuiram para a realizacdo dessa

dissertacéo.



Dedico meu trabalho e todo o esforco para concluir
essa etapa da minha vida inteiramente a vocé, mae, que
sempre me incentivou e direcionou aos estudos. Passamos
por dificuldades e muitas licbes de vida colhemos juntas

sem nunca nos faltar amor. Muito obrigada!



RESUMO

A ordem Mucorales abrange fungos em maioria saprébios comumente isolados de solo e
excrementos de herbivoros, pertencentes ao filo Mucoromycota e subfilo Mucoromycotina.
No Brasil, espécimes da ordem foram reportados em solos de Caatinga, Mata Atlantica e
Cerrado, sendo poucos os relatos da ocorréncia dos mesmos em solo de brejos de altitude.
Dessa forma, o presente estudo objetivou conhecer a diversidade, frequéncia de ocorréncia,
abundancia relativa e riqueza desses fungos em solos de dois brejos de altitude localizados no
agreste de Pernambuco. Foram realizadas seis coletas nos brejos da Serra de Bonito e do Sitio
da Palmeira, localizados nos municipios de Bonito e Camocim de S&o Félix, respectivamente.
No total, foram analisadas 72 amostras de solo. Para o isolamento dos espécimes de
Mucorales, cinco mg de solo foram distribuidas em placas de Petri contendo meio agar
gérmen de trigo, em triplicata. A identificacdo dos espécimes foi realizada pela observagéo
das caracteristicas macroscopicas e microscopicas de acordo com a bibliografia especifica. O
sequenciamento das regides ITS e LSU do rDNA foi realizado para a identificacdo genética
de uma nova espécie isolada. Dos solos dos brejos de altitude inventariados, foram isoladas
38 espécies de Mucorales (4,32 x 10* UFC/g de solo), distribuidos em nove géneros: Absidia,
Actinomucor, Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia, Mucor, Rhizopus e
Syncephalastrum. Dentre os isolados, C. bertholletiae apresentou maior nimero de UFC. g*
de solo, seguida por Absidia sp. 3 e R. stolonifer. Absidia sp. 3, C. bertholletiae e R. stolonifer
foram mais frequentes e abundantes nos solos estudados. A composicdo de Mucorales entre
0s solos dos brejos de altitude inventariados foi diferente, embora variagdes significativas
entre a diversidade e riqueza desses fungos nesses solos nao tenham sido observadas. Mucor
pernambucoensis é uma espécie nova, enquanto Absidia (sp. 1, sp. 2, sp. 3 e sp. 4),
Actinomucor sp., Backusella (sp. 1 e sp. 2), Cunninghamella (sp. 1 e sp. 2), Gongronella (sp.
1 e sp. 2), Mucor (sp. 1 e sp. 2), Rhizopus (sp. 1 e sp. 2) e Syncephalastrum sp. sdo provaveis

espécies novas.

Palavras-chave: Ecologia. Mucoromycota. Mucoromycotina. Solo. Taxonomia.



ABSTRACT

The Mucorales order mostly comprises fungi saprobes commonly isolated from soil and
herbivore dung, belonging to the phylum Mucoromycota and subphylum Mucoromycotina. In
Brazil, specimens of this order were recorded in soils of Caatinga, Atlantic Forest and
Cerrado, with a few records in soil from upland rainforest. Therefore, the present study aimed
to know the diversity, frequency of occurrence, relative abundance and richness of these fungi
in soils from upland rainforest areas located in the Agreste of Pernambuco. Six collections
were made in the upland rainforest of Serra de Bonito and Sitio da Palmeira, located in Bonito
and Camocim de Sdo Félix municipalities, respectively. Overall, 72 soil samples were
analyzed. For the isolation of Mucorales specimens, five milligrams of soil were added to a
wheat germ agar medium in Petri dishes, in triplicate. The specimens were identified by
observing its macroscopic and microscopic characteristics according to the specific
bibliography. Sequencing of ITS and LSU regions of the rDNA was performed for the genetic
identification of a newly isolated species. Thirty-eight species of Mucorales (4.32 x 10*
CFU.g! of soil) distributed in nine genus were isolated from soils from the upland rainforest
areas: Absidia, Actinomucor, Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia, Mucor,
Rhizopus and Syncephalastrum. Among the isolates, C. bertholletiae showed the higher
number of CFU.g? soil, followed by Absidia sp. 3 and R. stolonifer. Absidia sp. 3, C.
bertholletiae and R. stolonifer were more frequent and abundant in the inventoried soils. The
composition of Mucorales between soils from the two upland rainforest areas was different,
although significant variations between the diversity and richness of these fungi in these areas
were not observed. Mucor pernambucoensis is a new species, whereas Absidia (sp. 1, sp. 2,
sp. 3 and sp. 4), Actinomucor sp., Backusella (sp. 1 and sp. 2), Cunninghamella (sp. 1 and sp.
2), Gongronella (sp. 1 and sp. 2), Mucor (sp. 1 and sp. 2), Rhizopus (sp. 1 and sp. 2) and

Syncephalastrum sp. are likely new species.

Keywords: Ecology. Mucoromycota. Mucoromycotina. Soil. Taxonomy.



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

LISTA DE FIGURAS

Localizagcdo do Municipio de Bonito (Bonito, PE, Brasil)...........c..cce...... 26
Aspecto da mata de Bonito — PE............ccooviieiiiiicie e 27

Localizacdo do Municipio de Camocim de Séo Félix (Camocim de Sao
FEliX, PE, BraSil)......ccccoviiiieiicce e 27

Aspecto da mata de Camocim de S&0 FElIX — PE.........ccccocevvvvivciiiiennn, 28

Dados de precipitacdo para as areas de estudo entre agosto/2016 e
julho/2017 em Bonito e Camocim de Sdo  Félix,
USSR 29

P s 37

P s 37

Diversidade (Shannon-Wiener) dos Mucorales nos solos do Brejo de
Bonito e Sitio da Palmeira, PE...........cccooiiiiiiiiicee e 38

Riqueza dos Mucorales nos solos do Brejo de Bonito e Sitio da
PalMEira, PE........coviiiieeie e 38

Anélise de composicdo (NMDS) das comunidades de Mucorales na
Serra de Bonito e Sitio da Palmeira, PE............cccccoooiiiieiieii e 39

Mucor pernambucoensis (URM 7640) A: verso da col6nia apds cinco
dias a 25 °C em AEM; B: esporangidforos repetidamente
simpodialmente ramificados com esporangios globosos; C, D:
esporangioforos  simples com esporangios globosos; E, F:
esporangioforos com columelas; G: clamidosporos globosos; H:

ESPOIANGIOSPOIOS. ..e.vvervreteeseesseesieeseeaseesseeseaseesseessesseesseessesseesseesesseessesnsens 41



Figura 12 -

Figura 13 -

Arvore filogenética de Mucor pernambucoensis construida usando as
sequéncias LSU do rDNA. Mortierella parvispora foi usada como um
grupo externo. As sequéncias estdo rotuladas com seus numeros de
acesso ao GenBank. Os valores de suporte séo da inferéncia bayesiana e
das andlises de maxima verossimilhanca (valores acima e abaixo dos
ramos, respectivamente). A sequéncia obtida neste estudo estd em

00T 1 0TSSR

Arvore filogenética de Mucor pernambucoensis construida usando as
sequéncias ITS do rDNA. Mortierella parvispora foi usada como um
grupo externo. As sequéncias estdo rotuladas com seus ndmeros de
acesso no GenBank. Os valores de suporte séo da inferéncia bayesiana e
das analises de méaxima verossimilhanca (valores acima e abaixo dos
ramos, respectivamente). A sequéncia obtida neste estudo estd em

11T o (o TSSOSO PR U PP PP

42



Tabela 1 -

Tabela 2 -

LISTA DE TABELAS
Unidades formadoras de colbnia por grama de solo de Mucorales

isolados dos brejos da Serra de Bonito e Sitio da Palmeira,

Abundéancia (A.) e frequéncia de ocorréncia (F.O.) de Mucorales

isolados dos brejos da Serra de Bonito e Sitio da Palmeira,

32



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

% Porcentagem

BDA Batata dextrose agar

BR Brasil

°C Centigrados

Cm Centimetro

DNA Acido desoxirribonucleico

g Grama

ITS Internal Transcribed Spacer

Km Quildmetro

L Litro

LSU Large subunit

m Metro

mg Miligrama

Mm Milimetro

Mm Micrémetro

NMDS Escalonamento Multidimensional ndo-métrico
PE Pernambuco

rDNA DNA ribossomico

sp. Espécie

UFC Unidade Formadoras de Colénias

URM University Recife Mycologia



2.1

2.2

2.3

2.3.1

2.4

24.1

2.5

2.5.1

3.1

3.11

3.1.2

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

4.1

SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt sttt 15
FUNDAMENTAGAO TEORICA ..ottt 17
MUCOROMYCOTINA BENNY ...t 17
MUGCORALES FR. ..ttt e e 18
MATA ATLANTICA ..ottt 20
Mucorales isolados do solo de areas de Mata Atlantica no Brasil ................. 20
O SEMIARIDO BRASILEIRO ..ottt sestssssessssssssssssssss s ssssssenes 22
Mucorales isolados de solo do semiérido — Caatinga ...........c.ccceevereerenennen, 23
BREJOS DE ALTITUDE ...ooo ottt 24
Mucorales isolados de solo de brejos de altitude ............ccccovevveveiicciciecee, 25
MATERIAIS E METODOS ..ottt ssessas 26
AREAS DE ESTUDO ..ot ses st ses st sssess s sssss s s, 26
BONITO — PE ...ttt ne e ne e 26
Camocim de SE0 FEIIX — PE .......ooiieieiiceeee e 27
COLETAS DO SOLO ...ttt ne e 28

ISOLAMENTO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DOS MUCORALES . 29

EXTRACAO DE DNA, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DAS

REGIOES ITS E LSU RDNA ......ooomvceeeeeeeeeeseseses s 30
AVALIACAO DAS COMUNIDADES DE MUCORALES .......c..cocvvvrerrennen. 30
ANALISE ESTATISTICA ..o 31
ANALISE FILOGENETICA ..ottt en et esis s assen s 31
RESULTADOS ..ottt esees s seseessss s esssn s esan e 32

ECOLOGIA DOS MUCORALES NOS BREJOS DE ALTITUDE DE
BONITO E CAMOCIM DE SAO FELIX, PE .....covvveveeeeeeeeeeeseeeeeneeeeieeeenen, 32



4.2

5.1

5.2

TAXONOMIA ..o e e e et e e e e s e e e e ee et e e er e e s e e e er e e e 39
DISCUSSAD ..ot et e e e s e et et e e et et e e et e e et e e s et eeereees et eneereeesanenes 44

ECOLOGIA DE MUCORALES EM DOIS BREJOS DE ALTITUDE DE
PERNAMBUCO ..o 44
MUCOR PERNAMBUCOENSIS SP. NOV. (MUCORALES,
MUCOROMYCOTA), UMA NOVA ESPECIE ISOLADA DE BREJO DE
ALTITUDE DO BRASIL ..ot 47

CONCLUSODES ..o et e et r e et e e, 49

REFERENCIAS ..ottt e e e e e er e eeer e e s et e e eraees e eesara e sseeenerene s 51



15

1 INTRODUCAO

Mucoromycotina Benny, um dos quatro subfilos pertencentes ao filo Mucoromycota,
proposto para acomodar os espécimes do extinto filo Zygomycota, é constituido pelas ordens
Endogonales Moreau, Umbelopsidales Spatafora & Stajich e Mucorales Fr., sendo essa tltima
a que abrange o maior nimero de espécies descritas dentro desse subfilo (HIBBETT et al.,
2007; HOFFMANN et al., 2011). A maioria dos espécimes de Mucorales produz zigdsporos,
esporos de origem sexuada, formados pela copulagdo gametangial de hifas compativeis, no
interior dos zigosporangios, enquanto a reproducdo assexuada ocorre pela producéo

esporangiosporos, merosporangiosporos e esporangiolos (SANTIAGO et al., 2013).

Em geral, o micélio dos Mucorales exibe um aspecto cotonoso, sendo constituido por
hifas bem desenvolvidas, cenociticas e hialinas (DE SOUZA et al.,, 2011), com septos
verdadeiros delimitando as estruturas de reproducédo ou irregularmente espacados em hifas de
colonias envelhecidas (TRUFEM, 2006). Estando presentes nos mais variados habitats, a
maioria dos Mucorales é saprdbia e pode ser isolada de diferentes substratos, como solo,
agua, frutas, grdos estocados, esterco, plantas e animais, incluindo humanos
imunocomprometidos (MARTINEZ e HERTWECK, 2005; SANTIAGO et al., 2013).

O solo é um substrato habitado por diversos micro-organismos, incluindo os fungos,
que nele desempenha importantes fun¢des, como a decomposicdo da matéria organica,
possibilitando a ciclagem de nutrientes, o controle biol6gico, a producdo de humus e a
decomposicdo de moléculas xenobidticas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). No entanto,
estudos sobre a diversidade de Mucorales em solo de diferentes dominios brasileiros foram
realizados de forma fragmentada, tendo os principais relatos desses fungos sido citados em
Pernambuco e S8o Paulo, principalmente para areas de Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga

(Mucorales in Flora do Brasil 2020 em construcdo, 2018).

A regido semiarida brasileira abrange cerca de 982.563,3 km? (IBGE, 2005),
caracterizando-se por apresentar temperaturas elevadas e chuvas mal distribuidas. Fazem
parte dessa regifo os dominios Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (FUNDACAO ARARIPE,
1998; MMA, 2004; CORREIA et al.,, 2011). A vegetacdo da Caatinga, predominante no
semiérido, traz a marca da escassez hidrica, formando um mosaico de florestas secas
constituidas por espécies de porte arboreo a arbustivo, com tipos vegetacionais contendo
espinhos, caracteristica de plantas xerofiticas (TABARELLI e SILVA, 2002). Embora

estudos recentes tenham reconhecido a diversidade de fungos em ecossistemas semiaridos
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(SANTIAGO e SOUZA-MOTTA, 2006; GUSMAO et al., 2006; SANTIAGO et al., 2013;
MAIA e CARVALHO JR, 2014), dados sobre a comunidade fungica, bem como as relagdes
ecologicas desses micro-organismos com 0s substratos e com outros organismos nesses

ecossistemas ainda sdo escassos.

Dentro do semiarido brasileiro encontram-se os brejos de altitude, “ilhas” de florestas
Umidas caracterizadas por condi¢fes climaticas, edaficas, topogréaficas e cobertura vegetal
distintas da Caatinga (RODRIGUES et al., 2008). Essas condi¢bes diferenciadas se devem a
presenca de planaltos e chapadas entre 500-1100m de altitude que funcionam como barreiras
geogréficas, ocasionando chuvas orogréaficas que garantem niveis de precipitacdo maiores que
1.200 mm por ano. Distribuidos entre os estados do Ceard, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande
do Norte, sdo encontrados 47 brejos em uma area de 18.500 Km2 (TABARELLI e SANTOS,
2004). Atualmente, 23 taxons de Mucorales foram descritos para o semiarido brasileiro
(Mucorales in Flora do Brasil 2020 em construcdo, 2018) e, dentre esses, apenas 11 foram
reportados em solo de brejos de altitude, incluindo uma espécie nova e duas primeiras
ocorréncias para o Brasil (SANTIAGO e MAIA, 2010; SANTIAGO et al., 2013; ALVES et
al., 2017; TIBPROMMA et al., 2017).

E sabido que véarios espécimes de Mucorales apresentam elevado potencial
biotecnoldgico, principalmente no que se refere a producdo de enzimas e acidos organicos
(FERREIRA et al., 2013). Dessa forma, torna-se importante e urgente a realizacdo de
inventarios desses fungos em brejos de altitude, uma vez que as préaticas de agricultura e
pecuaria, comuns nessas areas, tém convertido as florestas em lavouras e pastos, 0 que tem
fragmentado ou destruido totalmente esses ecossistemas, causando a perda da biodiversidade

de muitos grupos de organismos, incluindo os fungos.

Com base no exposto, os objetivos desse trabalho foram 1 - conhecer e comparar a
composicdo de espécies, riqueza, frequéncia de ocorréncia, diversidade e abundancia de
Mucorales entre solos dos brejos de altitude da Serra de Bonito e do Sitio da Palmeira; 2 -
conhecer o posicionamento filogenético das espécies novas para a ciéncia; 3 - ampliar o
acervo de Mucorales da Micoteca URM com depositos de espécimes isolados dos solos dos

brejos de altitude inventariados.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 MUCOROMYCOTINA BENNY

Mucoromycota Doweld, um dos dois filos propostos para abrigar os fungos do extinto
filo Zygomycota, compreende trés subfilos: Mucoromycotina Benny, Glomeromycotina (C.
Walker & A. Schiiler) Spatafora & Stajich e Mortierellomycotina Kerst. Hoffm., K. Voigt &
P.M. Kirk (SPATAFORA et al., 2016). Mucoromycotina abrange 0 maior nimero de espécies
descritas dentro de Mucoromycota e compreende fungos micorrizicos, endofiticos e
decompositores de matéria organica, englobando as ordens Endogonales, Mucorales e
Umbelopsidales (SPATAFORA et al., 2016).

As hifas dos espécimes de Mucoromycotina sdo cenociticas, com septos delimitando
estruturas de reproducdo ou presentes em hifas danificadas, embora col6nias envelhecidas
possam apresentar septos irregularmente espacados (BENNY et al., 2016; SPATAFORA et
al., 2016). A presenca de uma columela evidente e que adquire formatos distintos (BENNY et
al., 2016), bem como a formacao de esporangios, merosporangios e esporangiolos, formados
no apice de esporoforos, sdo caracteristicas marcantes das espécies de Mucorales. Em
Umbelopsidales, essas columelas sdo pequenas ou ausentes (WANG et al., 2013).
Endogonales é a unica ordem dentro do subfilo em que ndo é observada a presenca de uma
columela e o tipo de reproducgdo conhecida é a sexuada, ocorrendo através da formacao de

corpos de frutificacdo contendo zig6sporos e zigosporangios (DESIRO et al., 2017).

Quando conhecida, a reproducdo sexuada da maioria dos espécimes de
Mucoromycotina ocorre através da copulacdo gametangial, na qual ha a formagdo de um
zigosporio no interior de um zigosporangio, estrutura de coloracdo escura que pode ou nao
apresentar ornamentagdes, enquanto a reproducdo assexuada geralmente ocorre pela producao
de esporangiosporos, esporangiolos, merosporangiosporos e, Menos comumente, por
artrosporos e clamidosporos (ALEXOPOULOS et al., 1996; BENNY et al., 2016;
SPATAFORA et al., 2016).

Espécimes de Mucoromycotina sdo encontrados nos mais variados substratos e
ecossistemas, colonizando-os rapidamente e vivendo como saprobios, simbiontes mutualistas,
parasitas de plantas, fungos e animais, participando ativamente da ciclagem de nutrientes
(JAMES ¢ O’DONNELL, 2007; RICHARDSON, 2009). Esses tdxons sdo frequentemente
isolados do solo, esterco, plantas em decomposicéo e frutos (JAMES e O’DONNELL, 2007,
BENNY et al.,, 2016; SPATAFORA et al., 2016). Alguns espécimes podem atuar como
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micoparasitas facultativos (ex: Spinellus fusiger Tiegh.), parasitas facultativos de artrépodes
(ex: Sporodiniella sp.) (BENNY et al., 2016; SPATAFORA et al., 2016) e de humanos (ex:
Rhizopus sp., Mucor sp., e Absidia sp.) (HARMAN et al., 2013).

Economicamente, algumas espécies de Mucoromycotina sao conhecidas por causarem
doencas em plantas na pré e pos-colheitas (Choanephora sp., Gilbertella sp., Mucor sp. e
Rhizopus stolonifer Vuill.) (BENNY at al., 2016; SPATAFORA et al., 2016). Alguns taxons
sdo utilizados na producéo de alimentos fermentados por produzirem enzimas, como amilases
(Rhizopus sp.), que sdo utilizadas na fabricacdo de xaropes e bebidas alcodlicas, e
endoglucanases (Mucor circinelloides Tiegh.), utilizadas na fabricacdo de cerveja e na
indUstria téxtil (FERREIRA et al., 2013). Alguns espécimes de Rhizopus produzem &cidos
organicos, como o fumarico e latico utilizados nas inddstrias farmacéuticas, de cosméticos e
téxteis (BENNY, 2012; FERREIRA et al., 2013).

2.2 MUCORALES FR.

A ordem Mucorales, descrita por Fries (1832), pertence a familia Mucoraceae
Dumort., subfilo Mucoromycotina Benny e filo Mucoromycota Doweld, sendo a maior em
namero de espécies (mais de 205 spp.) dentro do filo a que pertence (KIRK et al., 2008;
SPATAFORA et al., 2016). Onipresentes e de fécil dispersdo, a maioria dos espécimes deste
grupo sao decompositores, sendo encontrados no solo e em excremento de animais,
principalmente de herbivoros e roedores, alguns taxons sdo comumente isolados de frutos em
decomposicgéo e alimentos estocados (HOFFMANN et al., 2013; SANTIAGO et al., 2013),
enquanto outros atuam como parasitas de animais, incluindo humanos, e vegetais (TRUFEM
et al.,, 2006; SANTIAGO e SOUZA-MOTTA, 2008). As Mucormicoses, como sdo
conhecidas as infeccdes causadas pelos fungos oportunistas desta ordem, sdo em maior parte
descritas em pacientes que apresentam imunodeficiéncia, sendo 0s agentes mais comuns
pertencentes aos géneros Rhizopus Ehrenb., Rhizomucor Lucet & Costantin, Mucor Fresen. e
Absidia Tiegh. (HARMAN et al., 2013; VIJAYABALA et al., 2013).

Dentro de Mucoromycotina, os Mucorales destacam-se das outras ordens pela
producdo de micélio ramificado e de rapido crescimento, além da formacdo de estruturas e
esporos assexuados, como esporangidforos, esporangiosporos, merosporangioforos,
merosporangiosporos, esporangiolos, clamidosporos e, raramente, artrosporos (TRUFEM,
1981; KIRK, 1999; HIBBETT et al., 2007). Os esporangiosporos s&o hialinos, na maioria dos



19

espécimes, lisos ou ornamentados com espinhos, estrias ou verrugas (BENNY et al., 2001). A
columela, formada na por¢éo apical do esporangiéforo, € uma estrutura sinapomorfica e que
apresenta importancia taxonémica (HOFFMANN et al., 2013). A parede dos esporangios
pode apresentar diferentes composices, sendo resistente, evanescente ou deliquescente
(ALEXOPOULOS, 1996), caracteristicas que tém relacdo direta com os mecanismos de

dispersdo dos esporangiosporos.

Representantes da ordem Mucorales exibem hifas cenociticas, embora septos
delimitando estruturas de reproducdo possam ser visualizados em Vvarios espécimes, assim
como septos irregularmente espacados, que podem ser observados em coldnias envelhecidas
(TRUFEM, 1999; DE SOUZA et al., 2017). O micélio dos Mucorales, em geral, apresenta
aspecto cotonoso, com coloragdo que varia de acordo com a espécie, temperatura do ambiente
e tempo de vida da colonia. Como citado, salvo algumas excecdes, as coldnias desses fungos
crescem rapidamente e as hifas sdo intensamente ramificadas (ALEXOPOULOS et al., 1996;
TRUFEM et al., 2006; HOFFMANN et al., 2013).

Muitos espécimes de Mucorales sdo conhecidos pela capacidade de produzirem
enzimas, como amilases, pectinases e inulinases, além dos acidos organicos latico e fumarico
(SANTIAGO e SOUZA-MOTTA, 2006; FERREIRA et al., 2013; SANTIAGO et al., 2013),
metabdlitos de elevada importancia industrial utilizados na producdo de alimentos
fermentados, principalmente em paises asiaticos. Além da aplicacdo na indudstria alimenticia,
esses metabolitos sdo empregados nas inddstrias farmacéutica, de cosméticos e téxtil
(FERREIRA et al., 2013).

Na agricultura, Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. e Choanephora cucurbitarum
(Berk. & Ravenel) Thaxt. sdo espécies conhecidas pela capacidade de causarem o
apodrecimento de vegetais armazenados causando prejuizos econdémicos (DUARTE, 2013),
enguanto espécimes endofiticos (Mucor sp., Rhizopus sp. e Cunninghamella Matr. sp.) trazem
beneficios, como protec&o e resisténcia para plantas (GONZALEZ e TELLO, 2011; JIN et al.,
2013; FREIRE et al., 2015).

No Brasil, os estudos de Mucorales estdo concentrados em Pernambuco e Sdo Paulo,
com poucos registros para outros estados do nordeste e sudeste. Até o momento, foram
descritas 76 espécies, distribuidas em 21 géneros e cinco variedades para 0os dominios
Caatinga, Mata atlantica e Cerrado (ALVES et al., 2017; ARIYAWANSA et al., 2015; HYDE
et al., 2016; LI et al, 2016; LIMA et al., 2016; TIBPROMMA et al., 2017,

Mucorales in Flora do Brasil 2020 em construgéo, 2018).
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2.3 MATA ATLANTICA

A Mata Atlantica brasileira estende-se ao longo da costa, ocupando uma &rea superior
a 1.100.000 Kmz, o que correspondia a 13% do territorio nacional (IBGE, 2004; ZANIRATO,
2010). Este dominio € considerado um dos maiores hotspots do planeta, sendo distribuido
entre 17 estados: Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e
Sergipe (Regido Nordeste); Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e S&o Paulo (Regiéo
Sudeste); Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (Regido Sul); Goids e Mato Grosso do
Sul (Regido Centro-Oeste). Ultrapassando as fronteiras do Brasil, esse dominio ainda é

encontrado em outros paises, como Argentina e Paraguai (TABARELLI et al., 2005).

A fitofisionomia da Mata atlantica deve-se a fatores como relevo, que varia desde o
nivel do mar até 2.900 m de altitude (TABARELLI et al., 2005), ao tipo de solo, regime
pluviométrico e a proximidade da costa. Dessa forma, a vegetacdo desse dominio pode ser
definida por dois tipos principais: a floresta ombroéfila, que pode ser dos tipos densa, aberta e
mista, e a floresta estacional decidual e semidecidual (MORELLATO e HADDAD, 2000;
PROBIO, 2007; MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2017), em geral com arvores de
médio e grande porte. O relevo e diversificado, composto por cadeias de montanhas, vales e
planicies. Areas de Mata Atlantica possuem clima predominantemente tropical Gmido sem
estacdo seca, influenciado pelas massas de ar decorrentes do oceano com varios microclimas
ao longo da mata (MORELLATO e HADDAD, 2000; BIO-BRAS, 2011).

Embora a Mata Atlantica constitua a terceira maior formagéo vegetacional do Brasil
(GALINDO-LEAL e CAMARA, 2005), acBes como a retirada ilegal da madeira, a introduc&o
de plantas exdticas e a caca tém resultado na progressiva degradacdo das florestas brasileiras,
tornando esse dominio um dos mais ameacados do planeta. Em 2014, a Mata Atlantica estava
reduzida a 8,5% do territorio original (FUNDACAO SOS MATA ATLANICA, 2014). Esse
dominio representa um dos mais importantes hotspots mundiais, sugerindo prioridade na
conservacao (RIBEIRO et al., 2011).

2.3.1 Mucorales isolados do solo de areas de Mata Atlantica no Brasil

Em 1981, a pesquisadora Sandra F. B. Trufem deu inicio a uma série de estudos com o
objetivo de conhecer os Mucorales de solo no estado de Sdo Paulo. No primeiro estudo,
Trufem (1981a), tratou dos espécimes de Mucor, relatando a ocorréncia das seguintes

espécies: Mucor corticola Hagem, M. fuscus Bainier, M. fragilis Bainier, M. genevensis
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Lendn., M. heterosporus A. Fisch., M. hiemalis Wehmer, M. mousanensis Baijal e B.S.
Mehrotra, M. piriformis A. Fisch., M. odoratus Treschew e M. suhagiensis M.D. Mehrotra.
Em um segundo trabalho, Trufem (1981b) descreveu espécimes de Absidia, Gongronella e
Rhizopus, tendo isolado A. cylindrospora Hagem, A. pseudocylindrospora Hesselt. & J.J.
Ellis, A. repens Tiegh., A. spinosa Lendn., Gongronella butleri (Lendn.) Peyronel e Dal
Vesco, Rhizopus arrhizus A. Fisch. e R. stolonifer (Ehrenb.) Vuill. No terceiro trabalho,
Trufem (1981c) isolou representantes de Circinella (Schostak.) Zycha e Cunninghamella
Matr. distribuidos em sete espécies: Circinella angarensis (Schostak.) Zycha, C. muscae
(Sorokin) Berl. & De Toni, C. rigida G. Sm., C. simplex Tiegh., Cunninghamella bainieri
Naumov, C. echinulata (Thaxt.) Thaxt. e C. elegans Lendn.

Schoenlein-Crusius e Milanez (1998), ao estudarem os fungos microscopicos da Mata
Atlantica de Paranapiacaba, Sdo Paulo, em solo, agua e folhedo, registraram 266 isolados de
Mucorales distribuidos entre Absidia cylindrospora, Mucor circinelloides, M. circinelloides f.
janssenii (Lendner) Schipper, M. genevensis Wehmer, M. hiemalis, M. hiemalis f. silvaticus,
(Hagem) Schipper, M. japonicus (Komin.) Walther & de Hoog (como Zygorhynchus
japonicus), M. megalocarpus Walther & de Hoog (como Zygorhynchus macrocarpus), M.
moelleri (Vuill.) Lendn. (como Z. moelleri), M. racemosus Fresen., R. microsporus Tiegh.

(como R. oligosporus) e R. arrhizus (como R. oryzae).

Schoenlein-Crusius et al. (2006) realizaram um trabalho sobre os fungos
microscopicos do solo na floresta atlantica em Cubatdo, Sdo Paulo, e reportaram dez géneros:
Absidia, Circinella, Cunninghamella, Mucor, Parasitella Bainier, Poitrasia P.M. Kirk,
Rhizomucor Lucet & Costantin, Rhizopus, Rhopalomyces Harder & Soérgel e Zygorhynchus
Vuill.

Lima et al. (2016) descreveram Backusella constricta D.X. Lima, C.A.F. de Souza e
A.L. Santiago como uma nova espécie do solo da Reserva Ecoldgica Dois Irmaos, Recife-PE,
enquanto Hyde et al. (2016) descreveram Cunninghamella gigacellularis A.L. Santiago, C.L.
Lima e C.A. de Souza proveniente de amostra de solo do municipio de Itambé, PE.

Durante um estudo sobre a diversidade de Mucorales em areas da Mata Atlantica no
Brasil, Lima et al. (2017) isolaram e descreveram Mucor circinatos D.X. Lima, G. Walther e
A.L. Santiago como uma nova espécie do solo na Reserva Bioldgica de Saltinho, Tamandare,

Pernambuco.


http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=800458
http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=800456
http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=433186
http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=433186
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2.4 0 SEMIARIDO BRASILEIRO

O semiérido se estende por uma area de 982.563,3 km2 (IBGE, 2005) e esta
localizado, em maior parte, dentro do Nordeste e apenas uma pequena por¢do no Sudeste do
Brasil. O clima da regido varia de acordo com a altitude e a disponibilidade de chuvas de
algumas éreas, indo do superumido ao semiarido (CSR/IBAMA, 2010). Na maior parte do
semiérido brasileiro, observa-se a Caatinga, dominio exclusivamente brasileiro e
caracteristico dessa regido que abrange aproximadamente 844.453 km?2 e representa cerca de
10% do territorio nacional (IBGE, 2004) se estendendo pelos estados de Alagoas, Bahia,
Ceard, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe (regido Nordeste) e Minas
Gerais (regido Sudeste) (IBGE, 2004). Os dominios limitrofes com a Caatinga s&o: Floresta

Atlantica, ao leste, Amaz0nia, a oeste e o Cerrado ao sul do Brasil.

Com excecdo das areas de maior altitude, em que a temperatura varia de 23°C a 25°C,
a regido semiérida da Brasil apresenta médias anuais de 26°C a 27,5°C (EMBRAPA, 2015) e
umidade relativa do ar com média de 50% (SILVA et al., 2010), A regido apresenta regime de
chuvas variado, podendo chegar a 2.000 a 2.900 mm por ano, nos limites da regido como o
litoral leste, e 290 a 500 mm anuais quando se percorre para o interior do pais, passando pelo
agreste e chegando ao sertdo. A distribuicdo irregular das chuvas na maioria das &reas
semidridas confere longas secas, podendo-se observar até onze meses de estiagem ao longo do
ano em algumas areas (PRADO, 2003). No relevo da regido sdo encontradas paisagens com
altitude variavel de 400 a 1.000 m (SILVA et al., 2010). A paisagem natural € marcada por
uma variedade de ambientes, definidos por Jacomine (1996) de acordo com o tipo de material
que os compde, sendo eles: areas do cristalino, areas do cristalino recobertas por materiais

mais ou menos arenosos e areas sedimentares.

A vegetacdo do semiarido é variada, apresentando areas caracteristicas de cerrado,
carrasco, floresta Gmida, areas de transicdo e Caatinga (FUNDACAO ARARIPE, 1998),
sendo estd ultima o tipo de vegetacdo predominante (CORREIA et al., 2011). A Caatinga
apresenta-se como um mosaico de florestas secas formado por vegetacdo do tipo lenhosa
espinhosa e ndo espinhosa, arbdrea de pequeno porte ou arbustiva, podendo ser perenifolia,
semidecidua e decidua (TABARELLI e SILVA, 2002; ARAUJO et al., 2005; CORDULA et
al., 2008). Dentre as principais familias vegetais representadas, encontram-se as euforbiaceas,

bromeliaceas e cactaceas (LEAL et al., 2005).
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Em funcdo da escassez de recursos hidricos e da elevada temperatura, a regiao
semidrida brasileira foi por anos negligenciada quanto a realizacdo de estudos ecoldgicos,
tendo sido apontada como uma area de baixa biodiversidade. No entanto, estudos recentes
seguem reportando uma elevada diversidade de espécies vegetais, animais e de fungos, além
das altas taxas de endemismo para este ecossistema (MMA, 2002; GIULIETTI et al., 2004;
MMA, 2012; FREIRE e GONCALVES, 2012; ALMEIDA et al., 2014).

2.4.1 Mucorales isolados de solo do semiérido - Caatinga

Estudos realizados no nordeste do Brasil mostraram que 27 espécies de Mucorales
foram isolados de amostras de solo da Caatinga (SANTIAGO e SOUZA-MOTTA, 2006;
SANTIAGO e MAIA, 2010; SANTIAGO et al., 2013; ARIYAWANSA et al., 2015; Ll et al.,
2015; LIMA et al., 2015; DE SOUZA et al., 2016; Mucorales in Flora do Brasil 2020 em
construgéo, 2018).

Santiago e Souza-Motta (2006) realizaram um estudo sobre Mucorales isolados em
solo de Mineracdo de Cobre, no estado da Bahia, e obtiveram 46 isolados distribuidos em
quatro géneros e sete espécies: Lichtheimia blakesleeana (Lendn.) Kerst. Hoffm., Walther &
K. Voigt (como Absidia blakesleeana), A. cylindrospora Hagem, Lichtheimia
hyalospora (Saito) Kerst. Hoffm., Walther e K. Voigt (como A. hyalospora),
Cunninghamella elegans Lendn., Rhizopus microsporus Tiegh., R. arrhizus (como R. oryzae)

e Syncephalastrum racemosum (Cohn.) ex J. Schrét.

Santiago e Maia (2010) registraram a primeira ocorréncia de Mycotypha microspora
Fenner em solo brasileiro no municipio de Belém de S&o Francisco, regido semiarida, e ao
estudar a diversidade Mucorales do semiarido de Pernambuco, Santiago et al. (2013)
identificaram 19 taxons, distribuidos entre Absidia, Apophysomyces P.C. Misra,
Cunninghamella, Fennellomyces Benny e R.K. Benj., Lichtheimia, Mucor, Mycotypha,

Rhizopus e Syncephalastrum, nas cidades de Triunfo, Cabrobd e Belém de S&o Francisco.

Lima et al. (2015) avaliaram a diversidade de Mucorales em solos naturais e
degradados do Parque Nacional do Catimbau, PE, relatando a ocorréncia de 13 espécies de
Mucorales, sendo Absidia cylindrospora var. cylindrospora Hagem, Absidia sp.,
Cunninghamella elegans, C. echinulata Thaxt., Gongronella butleri (Lendn.) Peyronel e Dal
Vesco, Lichtheimia brasiliensis A. L. Santiago, Lima e Oliveira, L. hyalospora (Saito) Kerst.
Hoffm., Walther & K. Voigt, L. ramosa (Zopf) Vuill., Mucor circinelloides Tiegh., M.


http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=512831
http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=512831
http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=512830
http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=512830
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hiemalis, Rhizopus arrhizus var. arrhizus A. Fisch., R. microsporus, Syncephalastrum
racemosum. Ainda no Parque Nacional do Catimbau, LI et al. (2015) reportaram Absidia
caatinguensis D.X. Lima e A.L. Santiago, enquanto Ariyawansa et al. (2015) propuseram
Mucor caatinguensis A.L. Santiago, C.A. de Souza e D.X. Lima como novas espécies. De
Souza et al. (2016) registraram a primeira ocorréncia de Mucor indicus no Brasil, no

municipio de Serténia, localizado no semiarido pernambucano.

2.5 BREJOS DE ALTITUDE

A maior parte da Caatinga se estabelece em regides de baixa altitude e que raramente
ultrapassam 300 m. No entanto, dentro do semiarido, podem ser encontradas florestas Umidas
que se estendem entre 500 a 1100 m de altitude e que apresentam caracteristicas climaticas,
edaficas, topograficas e cobertura vegetal distintas da Caatinga (BRAGA et al., 2002;
RODRIGUES et al., 2008). Esses ecossistemas sdo conhecidos como brejos de altitude
(CACERES et al., 2008). A presenca de planaltos e chapadas, que funcionam como barreiras
geograficas, ocasionando chuvas orograficas, garantem niveis de precipitacdo superiores a
1.200 mm por ano nesses brejos, além de propiciar a formacdo de nevoeiros (TABARELLI e
SANTOS, 2004; RODRIGUES et al., 2008). Distribuidos entre os estados do Rio Grande do
Norte, Ceard, Paraiba e Pernambuco, sdo encontrados 43 brejos de altitude em uma area de
18.500 Kmz, sendo 23 localizados em Pernambuco (TABARELLI e SANTOS, 2004).

A origem vegetacional dos brejos de altitude esta associada as variagdes climaticas
ocorridas durante o Pleistoceno. Essas variagcdes permitiram a entrada da Floresta Atlantica
nos dominios da Caatinga e, ap6s periodos interglaciais, essas florestas sofreram um
isolamento geogréfico, permanecendo no local e formando uma espécie de “ilha”
(ANDRADE-LIMA, 1982).

A vegetacdo que compde os brejos de altitude é dos tipos perenifolia e subperenifélia
(FERRAZ et al., 1998), podendo ser comumente encontrada nas florestas serranas do sul e
sudeste, Florestas Amazonicas e Florestas Atlanticas do Brasil (TABARELLI e SANTOS,
2004). Isso acontece como consequéncia da altitude que proporciona uma maior
disponibilidade hidrica para plantas (PEREIRA FILHO e MONTINGELLI, 2011).
Infelizmente, as praticas de agricultura e pecuaria, comuns nos brejos de altitude, tém
convertido florestas em lavouras e pastos, restando apenas fragmentos florestais ou levando a

destruicao total desses ecossistemas (BRAGA et al., 2002).
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2.5.1 Mucorales isolados de solo de brejos de altitude

Estudos sobre Mucorales em brejos de altitude sdo escassos e, até o presente, apenas
22 téxons foram reportados para esse ecossistema no Brasil, incluindo uma espécie nova e

duas primeiras ocorréncias para o Brasil.

Santiago e Maia (2010) registraram Apophysomyces elegans P.C. Misra, K.J. Srivast. e
Lata como primeira ocorréncia no Brasil no brejo de altitude de Triunfo, PE, enquanto
Santiago et al. (2013), ao estudarem a diversidade de Mucorales no semiérido de Pernambuco,
isolaram oito espécies dessa ordem também em Triunfo: Absidia cylindrospora var.
cylindrospora, Cunninghamella echinulata var. echinulata (Thaxt.) Thaxt. ex Blakeslee, C.
echinulata var. verticillata (F.S. Paine) R.Y. Zheng e G.Q. Chen, C. phaeospora Boedijn, L.
hyalospora (Saito) Kerst. Hoffm., Walther e K. Voigt, Mucor luteus Linnem. ex Wrzosek, M.
prayagensis B.S. Mehrotra e Nand ex Schipper e M. subtilissimus Oudem.

Em 2016, Alves estudou a diversidade de Mucorales em solos de brejo de altitude do
semiarido de Pernambuco e registrou a ocorréncia de 25 taxons isolados do solo dos brejos da
Serra dos Cavalos, Serra de Jenipapo e Serra Negra. Foram isoladas Absidia cylindrospora, A.
fusca, A. pseudocylindrospora, A. repens, Cunninghamella clavata, C. elegans, C.
bertholletiae, C. echinulata, C. blakesleeana, Gongronella butleri, Lichthemia hyalospora,
Mucor circinelloides var. circinelloides, M. hiemalis, M. subtilissimus, Rhizopus arrhizus var.

arrhizus, R. microsporus e R. stolonifer.

Alves et al. (2017) registraram Cunninghamella clavata R.Y. Zheng e G.Q. Chen pela
primeira vez para o ocidente, a partir de solo do Brejo dos Cavalos, no municipio de Caruaru,
Pernambuco. Tibpromma et al. (2017) relataram Gongronella brasiliensis C.A. de Souza,
D.X. Lima & A.L. Santiago do brejo de altitude de Taquaritinga do Norte, municipio do

agreste de Pernambuco.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 AREAS DE ESTUDO

Coletas de solo foram realizadas em dois brejos de altitude do semiarido de
Pernambuco: Serra de Bonito e Sitio da Palmeira, pertencentes aos municipios de Bonito e

Camocim de S&o Félix, respectivamente.
3.1.1 Bonito — PE

Bonito (8°28’'S 35°43'W) € um municipio brasileiro pertencente a mesorregido do

agreste pernambucano, localizado a 136 km do Recife (Figura 1).

Figura 1 - Localizagdo do Municipio de Bonito (Bonito, PE, Brasil).
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Fonte: LIMA, C.L.F. (2017)

Compreendendo o dominio Mata Atlantica, a vegetacdo local forma um misto de
florestas, sendo composta predominantemente por floresta subperenifélia, apresentando
também partes de floresta hipoxerofila (Figura 2) (BELTRAO et al., 2005; IBGE, 2016). O
clima é do tipo tropical chuvoso com verdo seco e a temperatura média anual pode oscilar
entre 15°C e 27 °C. A estacdo chuvosa estd delimitada entre os meses de abril e agosto e a
seca estad presente nos demais meses do ano (Figura 5) (SANTIAGO et al., 2004). A altitude
varia entre 450 a 900 m e a precipitacdo media anual em torno de 1.100 mm (RODAL et al.,
2005). Morros, colinas e vales fazem parte do relevo de Bonito que apresenta solos dos tipos
latossolo, podzélico e gleissolo (BELTRAO et al., 2005).



27

Figura 2 - Aspecto da mata da Serra de Bonito localizada no municipio de Bonito — PE.

Fonte: LIMA, C.L.F. (2017)

3.1.2 Camocim de Sao Felix - PE

O municipio de Camocim de Sdo Feélix (08°21'S 35°45'W) encontra-se ha mesorregiao
Agreste, a 123 km do Recife (Figura 3).

Figura 3 - Localizagdo do Municipio de Camocim de Sao Félix (Camocim de Sao Félix, PE, Brasil).
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Fonte: LIMA, C.L.F. (2017)

por um misto de florestas subcaducifélia e caducifélia, compreendendo os biomas Caatinga e
Mata Atlantica. A precipitacdo média anual é de 893 mm (APAC, 2017). A estacdo chuvosa
ocorre entre fevereiro e setembro (Figura 5) (BELTRAO et al., 2005). A regido apresenta
clima tropical chuvoso com verdo seco e a temperatura oscila entre 10 e 26°C (SOUZA et al.,
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2009). Os solos sdo do tipo planossolo, podzdlico e litélito (BELTRAO et al., 2005; IBGE,
2016).

Figura 4 - Aspecto da mata do Sitio da Palmeira localizado no municipio de Camocim de S&o Félix
-PE

Fonte: LIMA, C.L.F. (2017)

3.2 COLETAS DO SOLO

Foram realizadas seis coletas de solo na Serra de Bonito (8°29'S 41°43'W) e Sitio da
Palmeira (08°21'S 41°45'W) entre agosto de 2016 e julho de 2017. As amostras foram
coletadas em dois setores escolhidos aleatoriamente em cada uma das areas. Em cada area,
foram demarcados dois retangulos de 500 m? e, em cada retangulo, coletadas nove amostras
de solo a uma profundidade de 5 cm, respeitando-se a distdncia minima de 10 m entre cada
ponto de coleta, totalizando 18 amostras de solo para cada area e 36, considerando-se as duas
areas por coleta. As amostras de solo foram armazenadas em sacos plasticos e conservadas em
caixas de isopor com gelo durante o transporte. No laboratério as amostras foram processadas
em até 24h, ocorrendo a homogeneizacdo das nove subamostras de cada quadrante de coleta,
originando trés amostras compostas por retangulo e seis amostras compostas por area de
coleta. No total, foram analisadas 72 amostras compostas de solo, considerando as seis coletas

realizadas nos dois brejos de altitude.



29

Figura 5 - Dados de precipitacdo para as areas de estudo entre agosto/2016 e julho/2017, em Bonito e Camocim
de S&o Félix, PE.
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Fonte: LIMA, C.L.F. (2017)

3.3 ISOLAMENTO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DOS MUCORALES

Para o isolamento dos espécimes de Mucorales, cinco mg de solo foram inoculadas no
meio de cultura &gar gérmen de trigo (BENNY, 2008) adicionado de cloranfenicol (100 g/L),
contido em placas de Petri, em triplicada. O crescimento das coldnias foi acompanhado por 96
h & temperatura ambiente (28 + 2 °C). Para a purificacdo, um fragmento de cada colénia foi
transferido para o meio de cultura agar gérmen de trigo adicionado de cloranfenicol (100 g/L)
em placas de Petri e, depois de confirmada a pureza, transferido para tubo de ensaio contendo
0 meio BDA (LACAZ et al., 2002).

A identificacdo dos espécimes foi realizada pela observacdo das caracteristicas
macroscopicas (coloracdo, aspecto e didmetro das colbnias) e microscopicas
(microestruturas), com base nas descricbes de Benjamin e Hesseltine (1957), Benjamin
(1959), Upadhyay (1969), Schipper (1978, 1984, 1990), Benny (1982), Zheng e Chen (2001),
Hoffmann et al. (2007), e Zheng et al. (2007).
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3.4 EXTRACAO DE DNA, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DAS REGIOES ITS
E LSU RDNA

Foi realizada a extracdo e sequenciamento do DNA de apenas uma nova especime
isolada, e as demais provaveis espécies novas ja foram encaminhadas para extracdo de
sequenciamento das regides do rDNA. A biomassa foi obtida de culturas novas e puras, em
que o micélio foi transferido para microtubos de 2 mL com tampa de rosca, acrescidos de 0,5¢
de contas de vidro (“glass beads”) para a trituracdo do material por agitacdo em alta
velocidade em um FastPrep. Apos a trituracdo do material, foi realizada a extracdo do DNA

gendémico conforme Goes-Neto et al. (2005).

Foram amplificadas as regides ITS do rDNA utilizando os primers ITS1 e ITS4
(WHITE et al.,, 1990; VAN TUINEN et al., 1998; SANTIAGO et al., 2013) e, para a regido
LSU, foram utilizados os primers F1843 e R3096 (SCHMITT et al., 2009). Os produtos
amplificados foram purificados com PureLink — PCR Purification Kit — Invitrogen.

O sequenciamento foi realizado na Plataforma Tecnoldgica de Genémica e Expressao
Génica do Centro de Biociéncias (CB) da UFPE, tendo as sequéncias geradas sido
comparadas com outras sequéncias depositadas na biblioteca de genes (GenBank) utilizando o

Blastn.

3.5 AVALIACAO DAS COMUNIDADES DE MUCORALES

A frequéncia de ocorréncia (FO) das espécies foi estimada segundo a equacao: FO =
(Ji/k), em que: FO = frequéncia de ocorréncia da espécie i; Ji = nUmero de amostras nas quais
a espécie i ocorreu; K = nimero total de amostras de solo. De acordo com essa formula, as
espécies foram classificadas como: muito frequentes (> 10%), frequentes (5-10%), pouco
frequentes, (>1 < 5%) e raras (< 1%) (HYDE e SARMA, 2001).

A abundancia de cada espécie nas areas foi calculada aplicando-se a formula: A =
(Ni/N) x 100, em que: A = abundancia i; Ni = nimero de UFC de espécies i; N = nimero total
de UFC (ZAK e WILLIG, 2004).

Para a estimativa da diversidade de Mucorales nas areas de estudo, foi utilizado o

indice de diversidade de Shannon-Wiener:
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5
H = —Zpil:n;m’
i=1

estimada como ni/N, onde ni é a medida de importancia da espécie i (nimero de individuos,

em que: S é o numero de espécies, pi é a propor¢do da espécie i,

biomassa), e N é o nimero total de individuos.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

A comparacdo das comunidades flngica entre os solos dos brejos de altitude estudados foi
realizada através da Analise de Similaridade (ANOSIM), em que a matriz de similaridade
Bray-Curtis foi representada graficamente através do escalonamento multidimensional néo
métrico (NMDS). Curvas de acumulacdo de espécies também foram calculadas, o que
permitiu calcular a riqueza potencial de cada area através de estimadores como Chaol e
Jackknifel. Todas as andlises foram realizadas atraves da plataforma software R Core Team

(2017), assumindo um nivel de significancia de p<0,05.

3.7 ANALISES FILOGENETICAS

As sequéncias obtidas foram alinhadas com outras recuperadas do GenBank com o
auxilio do programa MEGA v.6 software (TAMURA et al.,, 2013). A caracterizacdo
molecular final se deu com a avaliacdo filogenética e construcdo de arvores. A analise
bayesiana (1 x 10°geracbes) foi realizada com MrBayes 3.1.2 (RONQUIST;
HUELSENBECK 2003), executada a partir do programa Topali 2.5 (MILNE et al. 2004). O

modelo de substituicdo nucleotidica foi estimado usando Topali 2.5.
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4 RESULTADOS

4.1 ECOLOGIA DOS MUCORALES NOS BREJOS DE ALTITUDE DE BONITO E
CAMOCIM DE SAO FELIX, PE.

Dos solos dos brejos de altitude inventariados foram isolados fungos pertencentes a 39
taxons de Mucorales (4,32 x 10* UFC.g? de solo), distribuidas em 9 géneros: Absidia,
Actinomucor, Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia, Mucor, Rhizopus e
Syncephalastrum. Do solo da Serra do Bonito, foram isolados 31 taxons de Absidia,
Actinomucor, Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia, Mucor e Rhizopus,
enquanto 21 taxons de Absidia, Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia,
Mucor, Rhizopus e Syncephalastrum foram obtidos do solo do Sitio da Palmeira (Tabela 1).

No solo da Serra de Bonito, Cunninghamella bertholletiae apresentou maior nimero
de UFC.g* de solo (8,0 x 103), seguida por R. stolonifer (3,6 x 10%) e Gongronella sp. 1 (1,2 x
103%) (Tabela 1), enquanto no solo do Sitio da Palmeira, as espécies que apresentaram 0s
maiores valores de UFC.g* de solo foram Absidia sp. 3 (8,3 x 103), A. pseudocylindrospora
(4,4 x 103) e R. stolonifer (3,0 x 108) (Tabela 1).

Nesse estudo, foram isoladas Absidia (sp. 1, sp.2, sp. 3 e sp. 4), Actinomucor (sp.),
Backusella (sp. 1 e sp. 2), Cunninghamella (sp. 1 e sp. 2), Gongronella (sp. 1 e sp. 2), Mucor
(sp. 1 e sp. 2), Rhizopus (sp. 1 e sp. 2) e Syncephalastrum (sp.) que apresentaram diferencas
morfologicas, em relacdo as espécies descritas dentro dos géneros citados, sendo provaveis
tdxons novos para a ciéncia. Entretanto, até o presente, o sequenciamento das regifes LSU e
ITS do rDNA foi realizado apenas para M. pernambucoensis sp. nov., comprovando ser uma
nova espécie. O sequenciamento das regides LSU e ITS do rDNA das outras espécies esta em

andamento.

Tabela 1 - Unidades formadoras de col6nia por grama de solo de Mucorales isolados dos brejos da Serra de Bonito e Sitio
da Palmeira, PE.

Mucorales Serra de Bonito Sitio da Palmeira Total

Absidia sp. 1 0,2 x 10° - 0,2 x 10°
Absidia sp. 2 3,0x103 5,0 x 103 8,0 x 103
Absidia sp. 3 - 8,3 x 103 8,3 x 103

A. cylindrospora Hesselt. & J.J. Ellis 0,4 x 10° - 0,4 x 103



A. pseudocylindrospora Hesselt. & J.J. Ellis
Actinomucor sp.

Backusella sp.1

Backusella sp. 2

Backusella sp. 3

B. lamprospora (Lendn.) Benny & R.K. Ben;.
B. constricta D.X. Lima, de Souza & A.L.
Santiago

Cunninghamella sp. 1

Cunninghamella sp. 2

C. bertholletiae Stadel

C. blakesleeana Lendn.

C. clavata R.Y. Zheng & G.Q. Chen

C. echinulata var. echinulata (Thaxt.) Thaxt. ex
Blakeslee

C. gigacelullaris A.L. Santiago, C.L. Lima &
C.A. de Souza

Gongronella sp. 1
Gongronella sp. 2

G. brasiliensis C.A. de Souza, D.X. Lima & A.L.
Santiago

G. butleri (Lendn.) Peyronel & Dal Vesco

Lichtheimia brasiliensis A.L. Santiago, N. Lima
& Oliveira

L. ramosa (Lendn.) Naumov
Mucor sp. 1
Mucor sp. 2

M. pernambucoensis C.L. Lima, D.X. Lima &

1,0x 103
0,4 x10°
0,2x10°
0,2x10°
0,2x 10°
2,0x 108
0,8 x 10°
0,8 x10°
0,2x10°

8,0x 108

0,6 x 10°

0,2 x 103

0,4 x 108

1,2 x10°
0,4 x10°

0,4 x 10°

0,4 x 108
0,4 x 108
0,2 x 108

0,2x 103

4,4 x 103

0,4 x10°
0,2x 103

0,4 x 108

0,4 x 108

0,4 x 103

0,6 x 10°

0,2x10°

0,4 x 103

0,4 x10°

0,2x10°

5,4 x 103
0,4 x 108
0,2 x 108
0,2 x 10°
0,2 x 10°
2,4 x 103
1,0x 103
1,2 x 10°
0,2 x 10%
8,4 x 103
0,4 x 10°
0,6 x 10°

0,8 x 103

0,6 x 108

1,6 x 103
0,4 x 103

0,4 x 108

0,4 x 103

0,2x 103

0,4 x 108
0,4 x 108
0,2 x 108

0,2x 10%
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A.L. Santiago sp. nov.

M. circinelloides f. circinelloides Tiegh. 0,4 x10% 0,4 x 103 0,8x10°
M. circinelloides f. lusitanicus (Bruderl.) 0,2x10% - 0,2x 10°
Schipper

M. guilliermondii Nadson & Filippov 0,2 x 10° - 0,2 x 103
M. hiemalis Wehmer 0,8 x10° 0,2x 103 1,0 x 10°
M. irregulares Stchigel, Cano, Guarro & E. 0,4 x 103 - 0,4 x 103
Alvarez

M. luteus Linnem. ex Wrzosek 0,6 x 10° - 0,6 x 10°
Rhizopus sp. 1 - 0,4 x 103 0,4 x 103
Rhizopus sp. 2 - 0,2 x 10° 0,2 x 103
R. microsporus Tiegh. - 0,2 x 103 0,2 x 103
R. stolonifer (Ehrenb.) Vuill. 3,6 x10° 3,0x10% 6,6 x 103
Syncephalastrum sp. - 0,2 x10° 0,2 x10%
S. racemosum Cohn ex J. Schrot. - 0,2x10% 0,2x 10°
Total 28 x 108 26 x 108 54 x 108
Riqueza de espécies 30 21 39

Absidia sp. 2 apresentou as maiores frequéncias de ocorréncia e abundancia relativa
(F.O. = 21,36%, A. = 0,167%), seguida por C. bertholletiae (F.O. = 16,23%, A. = 0,151%) e
R. stolonifer (F.O. = 11,53%, A. = 0,094%) (Tabela 2). Absidia sp. 2, C. bertholletiae e R.
stolonifer foram muito frequentes nos solos estudados, enquanto Absidia sp. 3, A.
pseudocylindrospora e Gongronella sp. 1 foram frequentes. Backusella lamprospora, B.
constricta, Cunninghamella sp. 1, C. clavata, C. echinulata var. echinulata, C. gigacelullaris,
Mucor sp. 1, M. circinelloides f. circinelloides, M. hiemalis e M. luteus foram pouco

frequentes. As demais espécies foram raras nos solos inventariados (Tabela 2).



35

Tabela 2 - Abundancia (A.) e frequéncia de ocorréncia (F.0.) de Mucorales em solos da Serra de Bonito e Sitio da
Palmeira, PE.

Mucorales F.O. (%) A. (%)
Absidia sp. 1 0,42 0,003
Absidia sp. 2 21,36 0,167
Absidia sp. 3 3,84 0,027
A. cylindrospora 0,85 0,006
A. pseudocylindrospora 9,82 0,081
Actinomucor sp. 0,85 0,006
Backusella sp.1 0,42 0,003
Backusella sp. 2 0,42 0,003
Backusella sp. 3 0,42 0,003
B. lamprospora 4,27 0,036
B. constricta 2,13 0,012
Cunninghamella sp. 1 2,99 0,021
Cunninghamella sp. 2 0,42 0,003
C. bertholletiae 16,23 0,151
C. blakesleeana 0,85 0,006
C. clavata 1,28 0,009
C. echinulata var. echinulata 1,28 0,009
C. gigacelullaris 1,28 0,009
Gongronella sp. 1 5,12 0,036
Gongronella sp. 2 0,84 0,006
G. brasiliensis 0,84 0,006
G. butleri 0,84 0,006

Lichtheimia brasiliensis 0,42 0,003



L. ramosa

Mucor sp. 1

Mucor sp. 2

M. pernambucoensis sp. nov.
M. circinelloides f. circinelloides
M. circinelloides f. lusitanicus
M. guilliermondii

M. hiemalis

M. irregulares

M. luteus

Rhizopus sp. 1

Rhizopus sp. 2

R. microsporus

R. stolonifer

Syncephalastrum sp.

S. racemosum

0,84

1,28

0,84

0,42

3,41

0,42

0,42

2,13

0,84

1,28

0,84

0,42

0,42

11,53

0,42

0,42

0,006

0,009

0,006

0,003

0,024

0,003

0,003

0,018

0,006

0,009

0,006

0,003

0,003

0,094

0,003

0,003
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Os dados deste trabalho foram comparados utilizando os estimadores de riqueza Chao

1 e Jackniffe 1. Para o Sitio da Palmeira, os valores observados foram = 26; Chao 1 = 35.428;
Jackknife 1 = 38.593. Para a Serra de Bonito, foi observado = 40; Chao 1 = 51.769; Jackniffe

1 =59.393. Os indicadores Chao 1 e Jackknife 1 mostraram que a riqueza observada foi

menor do que a esperada no solo dos dois brejos de altitude inventariados (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 - Estimadores de riqueza Chao 1 e Jackknife 1 da Serra de Bonito, PE.
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Figura 7 - Estimadores de riqueza Chao 1 e Jackknife 1 do Sitio da Palmeira, PE.
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A diversidade de Mucorales foi mais elevada na Serra de Bonito (H’ = 1.098) do que
no sitio da Palmeira (H> = 0.693). Embora a area de Bonito tenha apresentado uma maior

diversidade, o teste T entre as areas nao revelou diferencas significativas entre as diversidades
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nos solos dos brejos inventariados (T = - 0.958; gl = 62.6; p = 0.19) (Figura 8). Da mesma
forma, o teste de riqueza ndo revelou diferencas estatisticas significativas nos nimeros de
espécies de Mucorales isoladas dos dois brejos de altitude (T = -0.958; df = 62.1; p = 0.34)
(Figura 9).

Figura 8 - Diversidade (Shannon-Wiener) dos Mucorales nos solos do Brejo de Bonito e Sitio da
Palmeira, PE.
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Fonte: RIBEIRO, J.R. (2018)

Figura 9 - Riqueza dos Mucorales nos solos do Brejo de Bonito e Sitio da Palmeira, PE.
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A anélise de composicdo de espécies (NMDS) mostrou a existéncia de dois grupos
bem definidos que representam cada uma das areas (Figura 10). Este resultado foi confirmado
pelo teste ANOSIM, sendo observados graus de dissimilaridade significativos (R = 0.825;

p<0.001) de composicdo das espécies entre as areas de Sitio da Palmeira e Serra de Bonito.

Figura 10 - Anélise de composicdo (NMDS) das comunidades de Mucorales na Serra de Bonito e Sitio da
Palmeira, PE.
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Fonte: RIBEIRO, J.R. (2018)

4.2 TAXONOMIA

Mucor pernambucoensis C.L. Lima, D.X. Lima & A.L. Santiago sp. nov.

Figura 11

Coldnia inicialmente branca, tornando-se e cinza (MP 111A), cobrindo toda a placa de
Petri (9,0 cm de diam. e 1,5 cm de altura) em 4 dias, em MEA; reverso amarelo-acastanhado
(cor de mel) (MP 116J). Levemente aromatica. Esporangiéforos repetidamente
simpodialmente ramificados (até seis vezes), 5-12 um de didm., hialinos, parede lisa,
crescendo diretamente do substrato, com ramificagbes curtas (maioria) ou longas. Algumas
ramificagbes podem surgir logo abaixo dos esporangios. Esporangios inicialmente amarelos
claros, tornando-se acastanhados com aspecto vitreo, globosos 14-60 um de didm., parede
ligeiramente equinulada. Columelas com parede lisa, hialinas, frequentemente globosas, 9,5—
30 um de diam. ou obovéides 14,5-35,0 x 9,52 um, raramente piriformes 12,0-35,0 x 9,5—
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22,0 um, algumas ovoides de 10,0-30,0 x 10,0-22,5 um ou cilindricas com base truncada 10-
,0-25,0 x 20,0-40,0 um. Colar evidente. Esporangiosporos em maioria elipsoides 4,5-12,0
(14,5) x 2,5-5,0 um, alguns elipsoides a fusiformes, as vezes achatados em um lado 4-6 x 2—
5 um, alguns irregulares em forma (alongada ou recurvada), hialinos, contendo um ou mais
granulos em cada extremidade. Clamiddsporos globosos ou em forma de barril. Zigosporos

nao observados. Provavelmente heterotalico.

Etimologia. Pernambucoensis. Referéncia ao Estado brasileiro de onde o espécimen foi

isolado.
Habitat: Solo.
Distribuicdo: Bonito, Pernambuco (Brasil).

Material examinado: Brasil. Pernambuco: Bonito, Serra de Bonito (8°28'12"S 35 °43'44"W)
em amostras de solo. (25 jul 2017) C.L. Lima. Hol6tipo (URM 7640).

Meios de cultura e testes de temperatura: A 10 °C - auséncia de crescimento; A 15 °C -
crescimento limitado (1,3 cm em 3 dias), esporulacdo fraca. A 20 °C - bons crescimento e
esporulacdo (9,0 cm em 5 dias). A 25 °C — crescimento e esporulacdo 6timos (9,0 cm em 4
dias). A 30 °C - crescimento e esporulacgéo inferiores do que a 25 °C (9,0 cm em 6 dias). A 35
° C - auséncia de crescimento. Crescimento semelhante em MEA e BDA em todas as
temperaturas testadas, com esporulacdo ligeiramente melhor em AEM. Influéncia da luz: ndo

detectada.



41

Figura 11 - Mucor pernambucoensis (URM 7640) A: verso da col6nia ap6s cinco dias a 25 °C em AEM; B:
esporangioforos repetidamente simpodialmente ramificados com esporangios globosos; C, D: esporangiéforos
simples com esporangios globosos; E, F: esporangioforos com columelas; G: clamidosporos globosos; H:

esporangiosporos.
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Fonte: LIMA et al. (2018)
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Figura 12 - Arvore filogenética de Mucor pernambucoensis construida usando as sequéncias LSU do rDNA.
Mortierella parvispora foi usada como um grupo externo. As sequéncias estdo rotuladas com os respectivos
nameros de acesso ao GenBank. Os valores de suporte sdo da inferéncia bayesiana e das analises de maxima
verossimilhanca (valores acima e abaixo dos ramos, respectivamente). A sequéncia obtida neste estudo esta em

negrito.

—

C Backusella grandis CBS 186.87/N206527

Mortierella parvispora CBS 311.52/HM849689
Backusella lamprospora CBS 118.08/JN206531

Rhizopus microsporus CBS 536.80/JN206402
Actinomucor elegans CBS 117.697/JN206493
Actinomucor elegans CBS 100.09/JN206491
Mucor laxorrhizus CBS 143.85/JN206444
Mucor exponens CBS 141.20/JN206441
Mucor fuscus CBS 282.78/IN206442

Mucor lanceolatus CBS 638.74/JN206443

Mucor odoratus CBS 130.41/JN206495
Mucor zychae var. zychae CBS 416.67/JN206505
Mucor ucrainicus CBS 674.88/JN206507
Mucor pernambucoensis URM 7640/MH 155322
Mucor amphibiorum CBS 763.74/HM849688

Mucor falcatus CBS 251.35/JN206509
Mucor indicus CBS 226.29/HM849690
Mucor variisporus CBS 837.70/JN206508
Mucor caatinguensis URM 7322/KT960369
Mucor caatinguensis URM 7322/KT960370
Mucor caatinguensis URM 7322/KT960371

10¥ | Mucor nederfandicus CBS 735.70/JN206503
0.!3 3 Mucor inaequisporus CBS 255.36/JN206502
099 - Mucor inaequisporus CBS 496.66/JN206501
L —?31 Mucor inaequisporus CBS 351.50/JN206500
“m |r Mucor prayagensis CBS 816.70/JN206496
0939l Mucor azygosporus CBS 292.63/JN206497

-

Mucor prayagensis CBS 652.78/JN206498
Mucor variisporus CBS 650.78/JN206499
Mucor ardhlaengiktus JN206504

Mucor plasmaticus CBS 275.49/JN206483
Mucor piriformis CBS 527.68/JN206476
Mucor piriformis CBS 169.25/HM849681
Mucor koreanus EML-QT1/KT936253
Mucor koreanus EML-QT2/KT936254

Mucor strictus CBS 100.66/JN206477

Mucor mucedo CBS 640.67/HM849687
Mucor mucedo CBS 987.68/JN206480

Mucor saturninus CBS 974.68/JN206458

Mucor flavus CBS 182.90/UN206472

Mucor minutus CBS 586.67/JN206463

Mucor flavus CBS 681.73/JN206473
Mucor flavus CBS 992.68/JN206467
Mucor flavus CBS 234.35/JN206468
Mucor flavus CBS 126.70/JN206469

— Mucor luteus CBS 243.35/HM849685

Mucor bacilliformis CBS 251.53/JN206451
Mucor japonicus CBS 154.69/UN206446
Mucor fusiformis CBS 336.68/JN206447
Mucor endophyticus CBS 385.95/JN206448
Mucor corticola CBS 362.68/JN206449
Mucor hiemalis CBS 201.65/HM849683
Mucor merdicola URM 7223/KT960372
Mucor irregularis CBS 700.71/JX976199
Mucor irregulans CBS 700.71/JN206450
Mucor irregularis CBS 100.164/JX976213

100 Mucor moelleri CBS 444.65/HMB849682
%[ 1 Mucor zonatus CBS 148.69/N206454
oss U [ Mucor parviseptatus CBS 417.77/JN206453
= Mucor rudolphii WU#7335869/KT736103
. Mucor lilianae K#74M#74196153/KT736106
1 ' Mucor rudolphii WU#7535868/KT736105
0.82/ ’

0.1

Fonte: LIMA et al. (2018)

Mucor genevensis CBS 114.08/JN206435

Mucor genevensis CBS 535.78/JN206436

Mucor plumbeus CBS 634.74/HM849677

Mucor racemosus CBS 260.68/HM849676

Mucor racemosus CBS 115.08/JN206433

Mucor circinelloides CBS 124.110/JN206430

Mucor circinelloides CBS 635.65/UN206428

Mucor bainieri CBS 293.63/JN206424

Mucor circinelloides 1. janssenii CBS 762.74/JN2064 16
Mucor circinelloides f. circinelloides CBS 195.68/HM849680
Mucor circinelloides f. circinelioides CBS 108.16/JN206413
Mucor racemosus CBS 111.228/JN206429

Mucor circinelloides f. griseocyanus CBS 116.08/JN206421
Mucor ramosissimus CBS 135.65/HM849678
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Figura 13 - Arvore filogenética de Mucor pernambucoensis construida usando as sequéncias ITS do rDNA.
Mortierella parvispora foi usada como um grupo externo. As sequéncias estdo rotuladas com os respsctivos
nameros de acesso no GenBank. Os valores de suporte sdo da inferéncia bayesiana e das analises de maxima
verossimilhanca (valores acima e abaixo dos ramos, respectivamente). A sequéncia obtida neste estudo esta em

negrito.

Mortierella parvispora NRO77185

0sa  Mucor amphibiorum CBS 185.77/JN206170

Mucor amphibiorum CBS 763.74/HM999957

098 "' Mucor amphibiorum CNM-CM2934/JN206171 ,
g Mucor pernambucoensis URM 7640/MH155323

086} 1 Mucor variisporus CBS 837.70/JN206175

Mucor caatinguensis URM 7322/KT960369

Mucor caatinguensis URM 7322/KT960370

Mucor caatinguensis URM 7322/KT960371

Mucor indicus CBS 123974/JN206181

Mucor indicus CBS 120.08/JN206182

Mucor indicus CBS 120585/JN206180

Mucor indicus CBS 226.29/HM999956

8 Mucor nederlandicus CBS 735.70/JN206176

EEMucor inaequisporus CBS 255.36/JN206177

/1

‘j
o
1 o

1.0

0.99.7

100

| 71~ Mucor inaequisporus CBS 351.50/JN206178
s Mucor inaequisporus CBS 496.66/JN206179
o2 | 100y Mucor falcatus CBS 252.35/JN206249
100l Mucor falcatus CBS 251.35/JN206250
| .00 Mucor ucrainicus CBS 221.71/JN206191
— Mucor ucrainicus CBS 674.88/JN206192

Mucor ardhlaengiktus CBS 528.73/JN206173
.0 7L Mucor ardhlaengiktus CBS 650.78/JN206174

98 Mucor odoratus CBS 572.70/JN206194

0o Mucor odoratus CBS 201.71/JN206198

Mucor odoratus CBS 130.41/JN206197
083 Mucor azygosporus CBS 292.63/JN206187
Mucor prayagensis CBS 652.78/JN206190
Mucor prayagensis CBS 816.70/JN206188
Mucor prayagensis CBS 652.78/JN206189

Fonte: LIMA et al. (2018)
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5 DISCUSSAO

5.1 ECOLOGIA DE MUCORALES EM DOIS BREJOS DE ALTITUDE DE
PERNAMBUCO

Esse estudo reporta 39 taxons de Mucorales no solo da Serra de Bonito e Sitio da
Palmeira, contribuindo para o conhecimento da riqueza desses fungos em brejos de altitude do
Brasil. Até o presente, os estudos sobre Mucorales nesse ecossistema foram realizados nos
brejos de Triunfo (SANTIAGO et al., 2013), da Serra dos Cavalos, Serra Negra, de Jenipapo
(ALVES, 2016) e Taquaritinga do Norte (TIBPROMMA et al., 2017), todos localizados em
Pernambuco. Esses estudos, no entanto, reportaram 22 espécies de Mucorales, ordem pouco
estudada no Brasil e cujos relatos estdo concentrados nos dominios da Caatinga (27 taxons),
Cerrado (16 taxons) e Mata Atlantica (66 taxons) (Mucorales in Flora do Brasil 2020 em

construcdo, 2018).

Absidia sp. 2 apresentou a maiores frequéncias de ocorréncia e abundancia, seguida
por Cunninghamella bertholletiae e R. stolonifer, sendo consideradas muito frequentes nas
areas inventariadas, enquanto a maioria das espécies foi rara. Esse resultado difere dos
encontrados por Santiago et al. (2013), no solo do brejo de altitude de Triunfo - PE, que
obtiveram C. echinulata como mais frequente, seguida por A. cylindrospora e Lichtheimia
hyalospora, e por Alves (2016), que considerou Cunninghamella sp. 1 como muito frequente,
seguida por G. butleri e C. elegans no solo dos brejos de altitude de Serra Negra e Jenipapo.
O fato da maioria dos tdxons terem sido raros nos solos dos brejos também foi verificado por
Santiago et al. (2013) e Alves (2016). Estudos realizados sobre os Mucorales em outros
dominios brasileiros apenas objetivaram o0 conhecimento da riqueza de espécies, ndo
mensurando a frequéncia de ocorréncia e abundancia desses fungos (SCHOENLEI-CRUSIUS
e MILANEZ, 1998; DE SOUZA et al., 2006; 2011; 2014).

Todas as espécies isoladas nesse trabalho foram pouco abundantes, tendo Absidia sp.
2, C. bertholletiae e R. stolonifer exibido as abundancias mais elevadas dentre os isolados.
Cordeiro (2014) também isolou R. stolonifer como uma das espécies mais abundantes no solo
de Areia, Apodi, Mossord, Quixada, Quixeré e no Parque Nacional da Serra das ConfusGes.
Santiago et al. (2013) isolaram Absidia cylindrospora e Rhizopus microsporus do semiarido
de Pernambuco, apresentando também baixa abundancia. Deve-se destacar que as areas de
coleta dos estudos supracitados sao diferentes e, mesmo as que estdo inseridas em um mesmo

dominio, apresentam diferengas de pluviosidade e temperatura, 0 que pode explicar as
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variag0es na abundancia e frequéncia dos Mucorales isolados dos diferentes ecossistemas.
Salienta-se que a baixa abundéncia das espécies de Mucorales observada nesse trabalho ja era
esperada, tendo em vista que outros trabalhos apontaram a baixa abundancia desses fungos
em relacdo aos espécimes dos outros filos de fungos comumente isolados do solo
(SCHOENLEIN-CRUSIUS e MILANEZ, 1998; OLIVEIRA et al., 2013).

A comparagdo com outros trabalhos sobre a ocorréncia de Mucorales em solo de Mata
atlantica (LIMA, 2018), incluindo brejos de altitude (ALVES, 2016), além do semiarido
(LIMA et al., 2015), mostra que a riqueza desses fungos nos brejos inventariados (39
espécies) foi elevada, quando comparada a riqueza de Mucorales verificada por Alvez (2016)
(25) nos brejos de altitude da Serra Negra, dos Cavalos e de Jenipapo e por Lima et al. (2015)
(13) em solo do Catimbau. As curvas de acumulacdo de espécies (Chao 1 e Jackknife 1)
indicaram que a riqueza esperada nédo foi alcancada, sugerindo que coletas de solo adicionais

devem ser realizadas para que a riqueza esperada seja atingida.

A diversidade de Mucorales, tanto na Serra de Bonito (H’ = 1.098) como no Sitio da
Palmeira (H* = 0.693), foi maior que a observada por Cabello e Arambarri (2002) (H’= 0.49)
em florestas em Buenos Aires, Argentina. Esses autores relataram que, quando comparada
com a de outros fungos filamentosos presentes no solo (H’ = 2.45), a diversidade de
Mucorales é menor. Entretanto, Santiago et al. (2013) reportaram elevada diversidade de
Mucorales no brejo de Triunfo (H” = 2.85). Embora numericamente o brejo da Serra de
Bonito tenha apresentado maior diversidade em relacdo ao Sitio da Palmeira, o teste T ndo
revelou ser significativa essa diferenca. Esse fato pode ter ocorrido porque a diversidade esta
relacionada a riqueza de espécies (MAGURRAN, 1988) e, nesse estudo, ndo foram apontadas
diferencas significativas na riqueza de espécies de Mucorales entre solos das duas areas

estudadas.

Quanto a composicdo de espécies, as comunidades de Mucorales da Serra de Bonito e
do Sitio da Palmeira apresentaram baixa similaridade, formando comunidades distintas,
resultado corroborado pela analise de similaridade ANOSIM, que testou ograu de
dissimilaridade entre as areas. Embora a Serrade Bonito e o Sitio da Palmeira estejam
localizados em municipios vizinhos, compartilhando caracteristicas vegetais, edaficas e
climéticas semelhantes, o brejo do Sitio da Palmeira vem sendo desmatado para plantacéo de
hortalicas e atividades pastoreias. A compactacdo do solo, provocada pelo pisoteio do gado,
diminui a aeracdo (VZZOTTO et al.,, 2000) e a quantidade de &gua infiltrada no solo,
aumentando o escoamento na superficie e lixiviando a matéria orgéanica (MIGUEL et al.,
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2009), além disso, as mudancas na comunidade de plantas de uma &rea, por exemplo, podem
influenciar na composi¢cdo microbiana presente na rizosfera (PANDEY e PALNI, 2007). O
mesmo brejo ainda apresentou uma menor pluviosidade em relacdo ao brejo de Bonito. A
baixa precipitacdo parece ser um fator determinante para o numero de espécies de Mucorales,
ja que a oscilacdo a extremos da umidade do solo limita o desenvolvimento das comunidades
fangicas (SOUTO et al., 2008). Todos esses fatores podem contribuir consideravelmente para

alteracdo na composicdo da comunidade fangica.

Absidia cylindrospora, Cunninghamella echinulata var. echinulata, C. elegans,
Gongronella butleri, Lichtheimia brasiliensis, Mucor circinelloides, M. hiemalis, M. luteus,
Rhizopus microsporus, R. stolonifer e Syncephalastrum racemosum, presentes nesse trabalho,
foram reportadas em solo da Caatinga (SANTIAGO e SOUZA-MOTTA, 2006; OLIVEIRA et
al.,, 2013; SANTIAGO et al.,, 2013; LIMA et al., 2015), enquanto B. constricta, C.
blakesleeana, C. clavata, C. echinulata, C. gigacellularis, A. cylindrospora, M. circinelloides
f. circineloides, M. hiemalis e Rhizopus stolonifer foram isoladas de solo da Mata Atlantica
(SCHOENLEI-CRUSIUS e MILANEZ, 1998; SCHOENLEI-CRUSIUS et al., 2006; HYDE
et al., 2016; LIMA et al., 2016; ALVES et al., 2017). Cunninghamella clavata foi citada pela
primeira vez no hemisfério ocidental por Alves et al. (2017), no solo do Brejo dos Cavalos,
Pernambuco, Brasil. Antes desse registro, a mesma espécie havia sido isolada uma Unica vez
no sudoeste da china, em Guizhou-Yunnan (ZHENG e CHEN, 1998). Santiago et al. (2013)
reportaram oito taxons de Mucorales no solo do brejo de Triunfo, incluindo A. cylindrospora,
C. echinulata var. echinulata, R. microsporus e R. stolonifer, enquanto Alves (2016) e Alves
et al. (2017) registraram A. pseudocylindrospora, C. clavata, C. blakesleeana, C.
bertholletiae, G. butleri e M. circinelloides f. circinelloides nos brejos dos Cavalos, Jenipapo

e Serra Negra, Pernambuco, corroborando os resultados do presente trabalho.

Lichtheimia brasiliensis, L. ramosa, M. circinelloides f. lusitanicus e M.
guilliermondii estdo sendo citadas pela primeira vez em solo de areas de brejo de altitude,
enquanto Backusella constricta, B. lamprospora, Cunninghamella gigacellularis, Mucor
irregulares e M. pernambucoensis estdo sendo reportadas tanto em brejo de altitude como no
semiarido pela primeira vez. Backusella constricta foi descrita por Lima et al. (2016), a partir
de um fragmento de Mata Atlantica em Recife, enquanto B. lamprospora foi isolada pela
primeira vez no Brasil, como M. lamprosporus, por Trufem (1978), em solo de Mata
Atlantica, e por de Souza et al. (2006), em folhas em decomposicdo em Mata Atlantica no

estado de Sdo Paulo. Mucor irregulares esta sendo citada pela primeira vez para o Brasil.
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Absidia (sp. 1, sp. 2 e sp. 3), Actinomucor sp., Backusella (sp. 1, sp. 2 e sp. 3),
Cunninghamella (sp. 1 e sp. 2), Gongronella (sp. 1 e sp. 2), Mucor (sp. 1 e sp. 2), Rhizopus
(sp. 1 e sp. 2) e Syncephalastrum sp. exibiram diferencas morfologicas em relacdo as outras
espécies dos respectivos géneros, sendo provavelmente novas. Dentre esses taxons, apenas
uma espécie de Mucor teve as regides ITS e LSU do rDNA sequenciadas. Os outros provaveis
espécimes novos estdo em processo de sequenciamento das regides ITS e LSU do rDNA para

confirmacéo genética.

Esse estudo reporta 39 tdxons de Mucorales em solos de dois brejos de altitude do
agreste do Brasil, contribuindo para o conhecimento da diversidade desses fungos nesse
ecossistema. Esse resultado exibe expressivas riquezas e diversidade de Mucorales no solo
dos brejos inventariados, principalmente quando comparados a outros inventarios em areas de
Caatinga e Mata Atlantica, incluindo os brejos de altitude (SANTIAGO et al.,, 2013;
OLIVEIRA et al., 2013; LIMA et al., 2015; ALVES, 2016).

5.2 MUCOR PERNAMBUCOENSIS SP. NOV. (MUCORALES, MUCOROMYCOTA),
UMA NOVA ESPECIE ISOLADA DE BREJO DE ALTITUDE DO BRASIL

Esse trabalho descreve Mucor pernambucoensis sp. nov., que foi isolada de solo da
Serra de bonito, PE. Inicialmente, essa espécie poderia ser morfologicamente confundida com
M. caatinguensis A.L. Santiago, C.A. de Souza e D.X. Lima, pois ambas produzem columelas
e esporangiosporos variaveis em forma e tamanho, bem como esporangiosporos que contém
gréanulos em cada extremidade. No entanto, M. caatinguensis produz esporangiosporos
elipsoides e alguns subglobosos e globosos, bem como esporangi6foros ndo ramificados (LI
et al. 2016), em contraste com 0s esporangiosporos principalmente elipsoides, elipsoides a
fusiformes, irregulares, e com os esporangioforos simpodialmente ramificados produzidos por

M. pernambucoensis sp. nov.

A presenca de granulos nas extremidades dos esporangiosporos também foi observada
em M. bacilliformis Hesselt., M. caatinguesis, M. guilliermondii Nadson & Filippov e M.
nederlandicus Vanova (SCHIPPER, 1978). No entanto, os esporangiosporos dessas espécies
sd0 menores, nunca excedem 7 X 3 um, enquanto os esporangiosporos de M.
pernambucoensis sp. nov. podem atingir até 14,5 x 5 um. Em termos de temperaturas de
crescimento, M. pernambucoensis sp. nov. é semelhante a M. bacilliformis, M. guilliermondii

e M. nederlandicus que podem crescer e esporular entre 15 e 30 °C, enquanto M. caatinguesis
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pode crescer em até 40°C, provavelmente devido ao fato dessa Ultima espécie ter sido isolada
de uma regido semi-arida (LI et al., 2016).

Embora essas cinco espécies sejam morfologicamente similares, M. pernambucoensis
sp. nov. foi colocada em um clado separado das outras espécies de Mucor em nossas analises
filogenéticas (regides ITS e LSU rDNA), indicando ser geneticamente diferente de todas as
espécies de fungos. Em Mucorales, sequéncias das regides ITS e LSU do rDNA tém sido
comumente utilizadas para a delimitacdo das espécies dos diferentes géneros dessa ordem
(ALVAREZ et al., 2011, HERMET et al., 2013, SANTIAGO et al., 2014, DE SOUZA et al.,
2014, LI et al., 2016, VOGLMAYR e CLEMENCON, 2016). A arvore ITS construida nesse
trabalho mostrou maior proximidade genética entre M. pernambucoensis sp. nov. e M.
variosporus Schipper, com 85% de similaridade. Desta forma, as sequéncias de M.
pernambucoensis sp. nov. foram aninhadas em clados bem suportados e divergentes dos das
outras espécies conhecidas no género. Morfologicamente, M. variosporus caracteriza-se pela
producdo de esporangioforos altos ou simplesmente ramificados, bem como esporangios
amarelos com até 150 um de didmetro (Schipper, 1978), diferindo de M. pernambucoensis sp.
nov., que produz esporangidéforos repetidamente simpodialmente ramificados e esporangios

inicialmente amarelos claros, tornando-se acastanhados com até 60 um de diametro.

Arvore da regifo LSU construida nesse trabalho mostrou maior proximidade entre M.
pernambucoensis sp. nov., M. amphibiorum Schipper e M. ucrainicus Milko. No entanto, com
base na morfologia de ambas as espécies, M. amphibiorum difere de M. pernambucoensis sp.
nov., principalmente, devido ao padrdo de ramificagdo dos esporangioforos que séo
repetidamente simpodialmente ramificados na ultima espécie e ao tamanho dos esporangios,
que sdo menores em M. pernambucoensis sp. nov. com até 60 um em didmetro. Além disso,
0s esporangiosporos da nova espécie sdo principalmente elipsoides, diferindo dos globosos
observados em M. amphibiorum (SCHIPPER, 1978). Mucor ucrainicus difere de M.
pernambucoensis por produzir esporangioforos geralmente ndo ramificados, bem como
esporangios maiores (até 175 um de didmetro). Os esporangiosporos da primeira espécie sdo
principalmente elipsoides, mas menores (4,4-8 x 2,7-4,7 um) do que os de M.
pernambucoensis sp. nov. (SCHIPPER, 1978).
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6 CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos nessa pesquisa, dentro das condigdes pré-estabelecidas,

conclui-se que:

Absidia sp. 1, Absidia sp. 2, Absidia sp. 3, A. cylindrospora, A. pseudocylindrospora,
Actinomucor sp., Backusella sp. 1, Backusella sp. 2, Backusella sp. 3, B. lamprospora, B.
constricta, Cunninghamella sp. 1, Cunninghamella sp. 2, C. bertholletiae, C. clavata, C.
echinulata var. echinulata, C. gigacelullaris, Gongronella sp. 1, Gongronella sp. 2, G.
brasiliensis, Lichtheimia ramosa, Mucor sp. 1, Mucor sp. 2, Mucor pernambucoensis, M.
circinelloides f. circinelloides, M. circinelloides f. lusitanicus, M. guilliermondii, M. hiemalis,
M. irregulares, M. luteus e Rhizopus stolonifer fazem parte da micobiota do solo da Serra de
Bonito - PE;

Absidia sp. 3, Absidia sp. 4, A. pseudocylindrospora, B. lamprospora,
Cunninghamella sp. 1, C. bertholletiae, C. blakesleeana, C. echinulata var. echinulata, C.
gigacelullaris, Gongronella sp. 1, G. butleri, Lichtheimia brasiliensis, Mucor sp. 1, Mucor sp.
2, M. circinelloides f. circinelloides, M. hiemalis, Rhizopus sp. 1, Rhizopus sp. 2, R.
microsporus, R. stolonifer, Syncephalastrum sp. e S. racemosum fazem parte da micobiota do

solo do Sitio da Palmeira - PE;

Absidia sp. 2, C. bertholletiae e R. stolonifer s&o mais frequentes e abundantes no solo

da Serra de Bonito e Sitio da Palmeira — PE;

Lichtheimia brasiliensis, L. ramosa, M. circinelloides f. lusitanicus e M.
guilliermondii estdo sendo citadas pela primeira vez em solo de brejos de altitude do
semiarido nordestino, enquanto Backusella constricta, B. lamprospora, Cunninghamella
gigacellularis, Mucor irregulares e M. pernambucoensis estdo sendo reportadas tanto em

brejo de altitude como no semiarido pela primeira vez;
Mucor pernambucoensis € uma espécie nova;

Absidia sp. 1, Absidia sp. 2, Absidia sp. 3, Actinomucor sp., Backusella sp. 1,
Backusella sp. 2, Backusella sp. 3, Cunninghamella sp. 1, Cunninghamella sp. 2, Gongronella
sp. 1, Gongronella sp. 2, Mucor sp. 1, Mucor sp. 2, Rhizopus sp. 1, Rhizopus sp. 2 e

Syncephalastrum sp. sdo provaveis espécies novas;

Solos da Serra de Bonito e Sitio da Palmeira sdo pouco similares em relacdo a

composicao de Mucorales;
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A diversidade e riqueza de Mucorales néo variam entre os solos dos dois brejos de
altitude do Sitio da Palmeira e da Serra de Bonito;

Coletas adicionais de solo devem ser realizadas para que a riqueza esperada de

Mucorales seja alcancada.
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