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RESUMO
Os brejos de altitude s&o enclaves de florestas Umidas circundados por areas de caatinga que
exibem uma biota distinta da Mata Atlantica e da Amazénia, sendo considerados reflgios para
espécies de micro-organismos, incluindo os fungos. Até o presente, 34 espécies de fungos da
ordem Mucorales foram reportadas em solo de brejos de altitude nordestinos, o que
provavelmente ndo reflete a real riqueza desse grupo de fungos nessas areas. Dessa forma, esse
trabalho teve como objetivos: conhecer a frequéncia de ocorréncia e a abundancia relativa das
espécies de Mucorales no solo dos trés brejos de altitude do semiarido de Pernambuco; conhecer
e comparar a riqueza, diversidade, equitabilidade e a composicdo de espécies de Mucorales
entre o solos dos brejo de altitude inventariados; avaliar se a temperatura e a pluviosidade
influenciam na distribuicdo das espécies dos Mucorales no solo dos brejos de altitude estudados;
descrever e ilustrar espécies novas, raras e primeiras ocorréncias para o Brasil, bem como para
a regido Nordeste do pais; contribuir com a preservacao ex situ (no Herbario URM, na Micoteca
URM e no GenBank) da diversidade e do patrimdnio genético dos fungos zigosporicos. Foram
realizadas oito coletas de solo, nos brejos da Serra do Jardim, Serra do Vento e do Benedito,
localizados nas cidades de Agrestina, Belo Jardim e Gravata, respectivamente. Para o
isolamento dos fungos mucoraceos, cinco miligramas de solo foram inoculados no meio de
cultura agar germén de trigo, adicionado de cloranfenicol, previamente contido em placas de
Petri, em triplicata. Foram isolados 29 tadxons de Mucorales distribuidos entre Absidia,
Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia, Mucor, Rhizopus e Syncephalastrum.
Cunninghamella bertholletiae foi o taxon mais frequente e abundante nos solos dos brejos,
seguido por Gongronella sp. 1 e Absidia cornuta. A equitabilidade, diversidade e riqueza de
Mucorales nos solos inventariados foram estatisticamente superiores no brejo da Serrra do
Benedito, em relacdo aos outros dois brejos, mas ndo diferiram entre os brejos das Serras do
Jardim e do vento. Com relacdo a composicédo de espécies, as comunidades dos trés brejos foram
similares, sendo essa semelhanca mais pronunciada entre os brejos das Serras do Jardim e do
Vento, sendo a temperatura e umidade fatores que influenciam diretamente na distribuicdo das
espécies nos brejos estudados. Absidia sp. 1 e Gongronella sp. 1 sdo novas espécies, enquanto
Gongronella sp. 2 é uma provavel nova espécie. Backusella gigacellularis e Mucor minutus

estdo sendo registrados pela primeira vez para o Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: Ecologia; Fungos zigosporicos; Mucoromycota; Taxonomia.



ABSTRACT
Upland forests are moist-forest enclaves surrounded by the Caatinga areas that exhibit a distinct
biota from the Atlantic Forest and the Amazon Rainforest, that are refuge for the
microorganisms species, including the fungi species. So far, 34 fungi species from the
Mucorales order are reported to be in the soils of the northeastern upland forests, which
probably do not reflect the real richness of this fungi in these areas. Therefore, the aims of this
work were: to know the frequency of occurrence and the relative abundance of the Mucorales
species in the soils of the three upland forests from the semiarid region of Pernambuco; to know
and compare the richness, diversity, equitability and the composition of Mucorales species
among the inventoried soils of upland forests; to evaluate if the temperature and rainfall impact
the distribution of Mucorales species in the mentioned studied soil of upland forests; to describe
and illustrate new, rare species and first occurrence in Brazil, as well as for the Northeast region
of the country; to contribute with the preservation of ex situ (in the Herbario URM, Micoteca
URM and GenBank) of the diversity and genetic patrimony of zygosporic fungi. Eight
collections of soil were done in the upland forests of Serra do Jardim, Serra do Vento and Serra
do Benedito, located in the cities of Agrestina, Belo Jardim and Gravata, respectively. For the
mucoraceous isolation, five milligrams of soil were inoculated in wheat germ agar culture
medium, plus chloramphenicol, contained into Petri dishes, in triplicate. Twenty-nine taxa of
Mucorales were isolated, being distributed among Absidia, Backusella, Cunninghamella,
Gongronella, Lichtheimia, Mucor, Rhizopus and Syncephalastrum. Cunninghamella
bertholletiae was the most frequent and abundant taxon in the upland areas, followed by
Gongronella sp. 1 and Absidia cornuta. The equitability, diversity and riches of Mucorales in
the inventaried soils were, statistically, higher in the Serra do Benedito compared to the other
two upland forests, but they did not differ from the Serras do Jardim and Serras do Vento
uplands. Concerning the species composition, the three upland communities were similar, and
this similarity was more apparent between the Serras do Jardim and Serras do Vento uplands,
with the temperature and moisture being influencing factors which, directly, influenced the
distribution of species in the analysed upland areas. Absidia sp. 1 and Gongronella sp. 1 are
new species. Backusella gigacellularis and Mucor minutus are being registered for the first time

in Northeast Brazil.

Keywords: Ecology; Zygporic fungi; Mucoromycota; Taxonomy.
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1 INTRODUCAO

O filo Mucoromycota Doweld abriga espécies de fungos pertences ao
tradicional filo Zygomycota Moreau, desconsiderado por ser polifilético
(HIBBETT et al., 2007, SAPATAFORA et al., 2016). Esse filo esté inserido no
subreino Mucoromyceta e compreende o subfilo Mucoromycotina Benny que
abrange as classes Mucoromycetes Doweld, Endogonomycetes Doweld e
Umbelopsidomycetes (Tedersoo et al., 2018). Mucorales Fr., uma dentre as trés
ordens de Mucoromycetes, abriga espécies cosmopolitas e, assim como o observado
em grande parte dos taxons de Mucoromycota, que produzem esporos de origem
sexuada, com parede espessa, denominados zigosporos. Embora a maioria dos
taxons dessa ordem seja terrestre, alguns podem estar associados a hospedeiros
aquaticos (VOIGT, 2012).

A ordem Mucorales é a maior em numero de espécies dentro de
Mucoromycota, com aproximadamente, 306 espécies descritas (Wijayawardene et
al., 2020). Em geral, 0 micélio dos taxons de Mucorales exibe um aspecto cotonoso,
sendo constituido por hifas bem desenvolvidas, cenociticas e hialinas (DESIRO et
al., 2017), embora septos verdadeiros delimitando estruturas de reproducédo ou
irregularmente espacados, em miceélios, envelhecidos sejam comuns (SANTIAGO
et al., 2013). Estando presentes nos mais variados habitats, as espécies de Mucorales
sdo em maioria saprébias, podendo ser isoladas de diferentes substratos, como solo,
agua, frutas, grdos estocados, esterco, plantas e animais, incluindo humanos
imunocomprometidos (ALVAREZ et al., 2011; DE SOUZA et al., 2016), embora
0 solo seja o reservatorio primario para essas espécies.

A microbiota edafica contempla espécies de diferentes grupos de
microorganismos, dentre eles, os fungos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). As
populacdes de fungos presentes neste substrato desempenham um papel importante
nos processos ecologicos globais, ja que varias espéecies desses organismos Sao
decompositoras da matéria organica (MUMMEY et al., 2010). Dentre os fungos
presentes no solo, destacam-se os pertencentes a ordem Mucorales, cuja maioria das
espécies sdo decompositoras primarias e pioneiras nos processos de colonizagéo e
sucessdo ecoldgica nesse micro-habitat (RICHARDSON, 2009). Espécies dessa

ordem tém sido reportadas no solo dos dominios brasileiros Mata Atlantica, Cerrado
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e Caatinga, com nenhum relato conhecido para o pantanal e para os Pampas
(FLORA DO BRASIL, 2020).

O semiarido brasileiro exibe elevados graus de endemismo biodiversidade,
exibindo fitofisionomias heterogéneas ao longo de seu territorio, que inclui os
estados do Ceara, Rio Grande do Norte, a maior parte da Paraiba e Pernambuco,
sudeste do Piaui, oeste de Alagoas e Sergipe, regides Norte e Central da Bahia e
uma faixa que inclui Minas Gerais, seguindo o Rio Sdo Francisco (MMA, 2011).
Em geral, os ecossistemas do semi-arido brasileiro se caracterizam pelas
temperaturas médias anuais elevadas e baixas precipitacdo e umidade relativa. O
solo das é&reas semiarisas & predominantemente argiloso, formado em um
microambiente &cido, pela influéncia climatica e por processos de lixiviagdo, sendo
denominado de vertissolo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Inseridos no semiarido brasileiro, encontram-se o0s brejos de altitude,
definidos como “ilhas” de florestas Umidas circundadas pela Caatinga
(ANDRADE-LIMA 1982). Esses brejos s&o também conhecidos como brejos
nordestinos, 0s quais exibem uma biota distinta da Mata Atlantica e da Amazénia
(CAVALCANTI & TABARELLI, 2004), sendo considerados reflgios para varias
espécies (ANDRADE-LIMA 1982) e, alem de protegerem mananciais hidricos, déo
suporte para a estrutura  socio-econbmica da regido  semi-arida
(VASCONCELOSSOBRINHO 1971). Em Pernambuco, existem 23 brejos de
altitude, com éarea florestal de 4.850,00 Km? estando 12 desses situados na
mesorregido agreste nos municipios de Agrestina, Belo Jardim, Bezerros, Brejo da
Madre de Deus, Buique, Camocim de S&o Félix, Caruaru, Gravata, Pesqueira e
Taquaritinga do Norte (RODRIGUES et al., 2008). Infelizmente, tem sido cada vez
mais perceptivel a degradacdo dos brejos de altitude, principalmente pelo fato de
que boa parte dessas areas tém sido destinadas a agricultura, caca e coleta seletiva
de plantas e animais, com as consequentes perda de diversidade bioldgica e a
escassez de recursos naturais (PORTO et al., 2004).

Mesmo com o consideravel aumento de pesquisas sobre a diversidade de
fungos no Nordeste do Brasil, os trabalhos direcionados ao conhecimento da
diversidade dos Mucorales nos brejos de altitude de Pernambuco ainda
encontram-se em fase inicial e, até o presente, apenas 34 espécies dessa ordem
foram reportadas no solo desse ecossistema, incluindo onze espécies novas
(SANTIAGO et al., 2014; ARIYAWANSA et al., 2015; Li et al., 2016; HYDE
et al., 2016; TIBPROMMA et al., 2017; LIMA et al., 2018; DE SOUZA et al.,
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2018; CROUS et al., 2018; CROUS et al., 2019; LIMA et al., 2020) e trés
primeiras ocorréncias para o Brasil (SANTIAGO; MAIA, 2010; ALVES et al.,
2017; Lima et al., 2020), o que provavelmente n&o reflete a real riqueza desse
grupo de fungos nesses ambientes. Além disso, ndo existem dados ecoldgicos na
literatura sobre a estrutura das comunidades de Mucorales. Dessa forma, além de
contribuir com a ampliagdo do conhecimento da ocorréncia desses fungos nos
brejos nordestinos, os quais devem ser preservados em colec¢des de culturas para
posteriores estudos biotecnoldgicos e filogenéticos, esse trabalho presente
responder as seguintes questBes: os brejos de altitude Pernamuco abrigam
elevadas diversidade e riqueza de espécies de Mucorales, incluindo espécies
novas, novas ocorréncias para o Brasil ou para os brejos pernambucanos?
Existem variagfes na riqueza, diversidade e ecomposicdo de espécies de
Mucorales entre trés diferentes brejos de Pernambuco inventariados? A
temperatura e umidade influenciam na riqueza, diversidade e composicdo de
espécies de Mucorales nos brejos estudados? Quais especies de Mucorales sao

mais frequentes e abundantes no solo dos brejos inventariados?

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

Conhecer as comunidades de Mucorales do solo nos brejos de altitude da Serra do

Vento, do Benedito e do Jardim, localizados no semiarido Pernambuco.

1.2.2 Especificos

» Conhecer a frequéncia de ocorréncia e a abundancia relativa das espécies
de Mucorales no solo dos trés brejos de altitude do semiarido de

Pernambuco;
* Conhecer e comparar a riqueza, diversidade, equitabilidade e a

composicdo de espécies de Mucorales entre 0s solos dos brejos de

altitude inventariados;
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Entender como a temperartura e a pluviosidade influenciam na
distribuicdo das espécies dos Mucorales no solo dos brejos de altitude

estudados;

Descrever e ilustrar espécies novas, raras e primeiras ocorréncias para o
Brasil, bem como para a regido Nordeste do pais.

Contribuir com a preservacdo ex situ (no Herbario URM, na Micoteca
URM e no GenBank) da diversidade e do patriménio genético dos fungos

zigosporicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CLASSIFICACAO DOS FUNGOS ZIGOSPORICOS

A classificagdo dos informalmemte denominados “fungos zigosporicos”,
que anteriormente eram conhecidos como membros de Zygomycota Moreau, filo
proposto por Moreau, em 1954, sempre foi contraditéria, visto que o filo
Zygomycota nunca foi validado, pela caréncia, a epoca, da descricdo do mesmo
em latim, em concordancia com o Cédigo de Nomenclatura Botéanica (no
presente Codigo de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas). Os fungos
tradicionalmente inseridos no filo Zygomycota (criado por Moreau, 1954 foram
classificados ao longo de tempo, em diferentes categorias taxondmicas por
diversos autores (DRECHSLER, 1938; HESSELTINE, 1955; BENJAMIN;
HESSELTINE, 1957; BENJAMIN, 1960; ALEXOPOULOQOS, 1962; BENNY;
BENJAMIN; KIRK, 1992; ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996;
KOVACS; SUNDBERG, 1999; HOFFMAN; VOIGT, 2009). As classes
Zygomycetes G. Winter e Trichomycetes Alexop., compostas por fungos basais
(BENNY, 2001; BENNY et al., 2001), foram discutidas por Alexopoulos (1962,
1996). A primeira, abrigava as ordens Dimargaritales R.K. Benj., Endogonales
Jacz. & P.A. Jacz., Entomophthorales G. Winter, Glomales Morton & Benny,
Kickxellales Kreisel ex R.K. Benj., Mucorales Fr. e Zoopagales Bessey ex R.K.
Benj., enquanto Trichomycetes abrangia as ordens Harpellales Lichtw. &
Manier, Asellariales Manier ex Manier & Lichtw., Amoebidiales L. Léger &
Duboscq e Eccrinales L. Léger & Duboscq. Esse sistema de classificacdo passou
pela primeira grande mudanca quando foi verificado que os fungos da ordem
Amoebidiales eram protozoarios, fazendo com que essa ordem fosse
desconsiderada (BENNY; O’DONNELL, 2000; BENNY; HUMBER,;
MORTON, 2001). O mesmo ocorreu com Eccrinalles que também abrangia
protozoarios (CAFARO, 2005). Com base em caracteristicas morfolégicas,
ecologicas e genéticas, Schiifler et al. (2001) elevaram a ordem Glomales a
categoria de filo (Glomeromycota C. Walker & Schiifler).

O’Donnell et al. (2001) realizaram uma analise filogenética, com base
nos genes ribossomais 18S (SSU), 28S (LSU) e no fator de elongacéo da actina
(EFla), envolvendo 13 familias, 54 géneros e 63 espécies de Mucorales,
reportando polifilia em larga escala para essa ordem. Posteriormente, James et

al. (2006) sugeriram a polifilia de Zygomycota, com base em andlises dos
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marcadores 18S, 28S e 5.8S (rDNA), fator de elongacéo 1-o (EF1-a), ¢ as
subunidades RPB1 e RPB2 da RNA polimerase. O mesmo foi verificado por
Chang et al. (2015), quando utilizaram analises filogenémicas em um estudo de
evolugéo dos fungos.

Em um estudo filogenético envolvendo representantes de todos 0s grupos
de fungos, Hibbett et al. (2007) inseriram os fungos zigospdricos dentro de
subfilos com sede incerta, ou seja, ndo relacionados a nenhum filo:
Kickxellomycotina Benny (ordens Kickxellales, Dimargaritales, Harpellales e
Assellariales), Zoopagomycotina Benny (Zoopagales), Entomophthoromycotina
(Entomophthorales) e Mucoromycotina Benny (Mucorales, Endogonales e
Mortierellales).

Posteriormente, a ordem Mortierellales Cavel.-Sm., que estava inserida
no subfilo Mucoromycotina, foi elevada a categoria taxonémica de subfilo,
Mortierellomycotina Kerst. Hoffm., K. Voigt & P.M. Kirk (HOFFMANN;
VOIGT; KIRK, 2011) e, posteriormente, o subfilo Entomophthoromycotina foi
elevado para o filo Entomophthoromycota Humber (HUMBER, 2012).

Anélises filogenéticas de um conjunto de dados em escala genémica,
realizadas por Spatafora (2016), trouxeram novidades na classificacdo dos
fungos zigospdricos, tendo sido propostos dois filos: Zoopagomycota
Gryganskyi, M.E. Smith, Stajich & Spatafora e Mucoromycota Doweld. O
primeiro representa uma linhagem basal e que abriga espécies que formam
associagdes com insetos, artropodes, nematddeos, rotiferos e outros fungos,
sejam patdgenos, comensais, ou mutualistas, formado pelos subfilos:
Enthomophtoromycotina Humber, Kickxelollomycotina e Zoopagomycotina.
Mucoromycota forma o clado mais derivado dos fungos zigosporicos e consiste,
principalmente, de fungos relacionados as plantas (simbiontes, decompositores e
patdgenos), com raras interacdes ecoldgicas com animais (ex: causadores de
infeccbes em pacientes imunocomprometidos). Esse Filo compreendia o0s
subfilos: Glomeromycotina Spatafora & Stajich, Mortierellomycotina e
Mucoromycotina.

Tedersoo et al. (2018), com base em filogramas baseados em regibes do
rRNA, genes codificadores de proteinas, bem como no tempo de divergéncia dos
diferentes grupos de fungos, propuseram relevantes alterac6es, principalmente
nas categorias de filo e classe dos fungos zigospdricos, introduzindo subreinos

para permitir a comunicagdo de filos relacionados. Dessa forma, os fungos
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zigospéricos foram classificados (aqui apresentados até a categoria de classe) da

seguinte forma:

1. Subreino Basidiobolomyceta Tedersoo et al.
1.1. Filo Basidiobolomycota Doweld
1.1.1. Subfilo Basidiobolomycotina Tedersoo et al.
1.1.1.1. Classe Basidiobolomycetes Doweld

2. Subreino Zoopagomyceta Tedersoo et al.
2.1. Filo Entomophthoromycota Humber emend Tedersoo et al.
2.1.1. Subfilo Entomophthoromycotina Humber
2.1.1.1. Classe Entomophthoromycetes Humber
2.1.1.2. Classe Neozygitomycetes Humber
2.2. Filo Kickxellomycota Tedersoo et al.
2.2.1. Subfilo Kickxellomycotina Benny
2.2.1.1. Classe Kickxellomycetes Tedersoo et al.
2.2.1.2. Classe Barbatosporomycetes Tedersoo et al.
2.2.1.3. Classe Dimargaritomycetes Tedersoo et al.
2.2.1.4. Classe Harpellomycetes Tedersoo et al.
2.2.1.5. Classe Ramicandelaberomycetes Tedersoo et al.
2.3. Filo Zoopagomycota M.E. Smith, Spatafora & Stajich
2.3.1. Subfilo Zoopagomycotina Benny

3. Subreino Mucoromyceta Tedersoo et al.
3.1. Filo Mucoromycota Doweld
3.1.1. Subfilo Mucoromycotina Benny
3.1.1.1. Classe Mucoromycetes Doweld
3.1.1.2. Classe Endogonomycetes Doweld 3.1.1.3 Classe
Umbelopsidomycetes Doweld
3.2. Filo Mortierellomycota Tedersoo et al.
3.2.1. Subfilo Mortierellomycotina Kerst. Hoffm., K. Voigt & P.M.

Kirk
3.3. Filo Calcarisporiellomycota Tedersoo et al.

3.3.1. Subfilo Calcarisporiellomycotina Tedersoo et al.

3.3.1.1. Classe Calcarisporiellomycetes Tedersoo et al.
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3.4. Filo Glomeromycota C. Walker & A. SchuBler

3.4.1. Subfilo Glomeromycotina Spatafora & Stajich
3.4.1.1. Classe Glomeromycetes Caval.-Sm., emend. Oehl, G.A.

Silva, B.T. Goto & Sieverd.
3.4.1.2. Classe Archaeosporomycetes Sieverd., G.A. Silva, B.T.
Goto & Oehl
3.4.1.3. Classe Paraglomeromycetes Oehl, G.A. Silva, B.T. Goto &
Sieverd.

O filo Calcarisporiellomycota representa linhagens geneticamente préximas as
do filo Mucoromycota (HIROSE et al., 2012; YAMAMOTO et al., 2015) e
Mortierellomycota (JIANG et al., 2011; TEDERSOO et al., 2017).
Mortierellomycotina foi elevada a categoria de Filo (Mortierellomycota) devido
a consistentes diferencas filogenéticas e morfologicas entre esse filo e
Mucoromycota (JAMES et al., 2006; SEKIMOTO et al., 2011; SPATAFORA et
al., 2016; TEDERSOO et al., 2017). A classificacdo aceita Glomeromycota no
ranque de filo, como inicialmente proposto por Schiifler et al. (2001). Embora
analises do rRNA tenham sugerido que Mucoromyceta seja parafilético, em
relacdo a Dikarya, genes codificadores de proteinas (incluindo RPB1) fornecem
forte suporte para a monofilia desse sub-reino como um grupo irméo de Dikarya
(CHANG et al. 2015; SPATAFORA et al. 2016).

2.2 MUCOROMYCOTA Doweld

Como citado no item anterior, Mucoromycota abriga espécies do antigo
filo Zygomycota Moreau (HIBBETT et al., 2007), desde que estudos
moleculares filogenéticos sugeriram o polifiletismo do filo Zygomycota (JAMES
2006, LU et al. 2009, CHANG et al. 2015). As espécies de Mucoromycota estdo
distibuidas nas ordens Endogonales Moreau ex R. K. Benj, Mucorales e
Umbelopsidales Spatafora & Stajich (Tedersoo et al. 2018; Wijayawardene et al.,
2020). Espécies de Mucorales sdo em maioria saprobias, caracterizadas pela
formacdo de micélio bem desenvolvido e cenocitico, contendo septos apenas na
base das estruturas de reproducdo ou septos espacados de forma irregular, em
colénias envelhecidas. A reproducdo assexuada ocorre comumente pela

producédo de esporos em esporangiolos, esporangios
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(esporangiosporos) e merosporangios (merosporos). Em algumas espécies, a
formacdo de clamidosporos, artrosporos (raros) e blastosporos (raros) pode
ocorrer, nesse Ultimo caso, em individuos dimaérficos (ex. Mucor indicus Lendn.)
(ALEXOPOULQOS; MIMS BLACKWELL, 1996;). A reproducdo sexuada,
quando observada, ocorre por copulagdo gametangial com a producdo de um
esporo de origem sexuada, com parede espessa, denominado zigosporos (a partir
de gametangios opostos ou apostos) no micélio aéreo, no substrato ou no interior
de esporpcarpos (BENNY et al., 2016).

A ordem Endogonales, de acordo com Tedersoo & Smith (2013), comporta duas
linhagens distintas que divergiram das ectomicorrizas, apresentando origem
independente de Glomeromycotina e de espécimes ectomicorrizicos de Dikarya
(BIDARTONDO etal. 2011, TEDERSOO; SMITH, 2013; DICKIE et al., 2015).
Essa ordem inclui espécies ectomicorrizicas e saprobias, podendo ser coletadas
do solo e de outros substratos organicos. Espécimes dessa ordem apenas se
reproduzem sexuadamente, formando corpos de frutificacdo, denominados
esporocarpos, que contém zigosporangios e zigospéros produzidos por
copulacdo gametangial. As espécies de Endogonales formam hifas cenociticas
ou com poucos septos (BIDARTONDO et al. 2011; DESIRO et al., 2017).

Umbelopsidales foi proposta por Spatafora et al. (2016), ap6s um estudo
envolvendo dados em escala genémica, e compreende Umbelopsidaceae W.
Gams & W. Mey. e Umbelopsis Amos & H.L. Barnett. Essa ordem acomoda
espécies caracterizadas por se reproduzem assexuadamente pela formacgédo de
esporangios multiesporados ou uniesporados e de clamidosporos, sendo a
reproducdo sexuada desconhecida (HOFFMANN et al., 2013; WANG et al.,
2013; SPATAFORA et al., 2016). Amono et al. (1992) e Ruiter et al. (1993)
reportaram, com base na composicao de acidos graxos da membrana plasmatica,
e da comparacdo da composicdo de polissacarideos extracelulares antigénicos,
que Umbelopsidales estava mais intimamente relacionada com taxons de
Mucoraceae do que aqueles descritos em Mortierellaceae. Em continuacdo a
esses estudos, Meyer & Gams (2003) revelaram, com base técnicas de RFLP das
regibes ITS1, 5.8s, ITS2 do rDNA, de todas as espécies conhecidas do grupo
Mortierella isabellina (Micromucor/Umbelopsis — clados de O'Donnell et al.,
2001) e algumas outras espécies de Mortierella, que as algumas dessas espécies
formaram um grupo monofilético com taxons de Umbelopsis, ndo relacionados

com Mortierellales. Em decorréncia disso, os autores decidiram transferir esses
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taxons de Mortierella para Umbelopsis e criar uma nova familia,
Umbelopsidaceae, sugerindo novas combinagdes: U. isabellina (Oudem.) W.
Gams, U. ramanniana (Moller) W. Gams e U. autotrophica (E.H. Evans) W.
Games.

2.3 MUCORALES Schroter

A ordem Mucorales pertence ao sub-reino Mucoromyceta Tedersoo et al.
que, juntamente com Rosellomyceta Tedersoo et al., Aphelidiomyceta Tedersoo
et al., Blastocladiomyceta Tedersoo et al., Chytridiomyceta Tedersoo et al. e
Olpidiomyceta Tedersoo et al., compde os chamados fungos basais, ou seja, 0s
que primeiro divergiram na escala evolutiva (JAMES et al., 2006; HIBBETT et
al., 2007; TEDERSOO et al., 2018). Essa ordem é considerada a maior, dentro
de Mucoromycota, abrangendo mais de 300 espécies, em maioria saprobias,
frequentemente isoladas de solo, excrementos de herbivoros e de alimentos
estocados (KIRK et al., 2008). Todas as familias até entdo aceitas dessa ordem
foram sinonimizadas com Mucoraceae Fr. por Benny (2009). No entanto, neste
mesmo ano, Voigt et al. (2009), apos analisarem filogeneticamente esse grupo,
sugeriram que familias deveriam ser segregadas de Mucoracae. Mucorales
compreende 55 géneros distribuidos em 14 familias: Umbelopsidaceae W. Gams
& W. Mey, Lentamycetaceae K. Voigt & P.M. Kirk, Syncephalastraceae
Naumov ex R.K. Benj., Lichtheimiaceae Kerst. Hoffm., G. Walther & K. Voigt,
Phycomycetaceae Arx, Saksenaeaceae Hesselt. & J.J. Ellis, Radiomycetaceae
Hesselt. & J.J. Ellis, Cunninghamellaceae Naumov ex R.K. Benj, Backusellaceae
K. Voigt & P.M. Kirk, Pilobolaceae Corda, Rhizopodaceae K. Voigt & P.M.
Kirk, Choanephoraceae J. Schrot., Mycotyphaceae Benny & R.K. Benj. e
Mucoraceae (WIJAYAWARDENE et al., 2020).

Os fungos desta ordem apresentam caracteristicas bem particulares, como
0 rapido crescimento micelial aéreo, produzindo estruturas assexuais em
abundancia. O micélio exibe um aspecto cotonoso, sendo formado por hifas
irregularmente septadas, que podem se diferenciar em rizoides, que atuam na
fixacdo e absorcdo de nutrientes, e em estolGes, que dispersam suas estruturas

reprodutivas (HOFFMANN et al., 2013). Os esporangi6foros sdo formados no
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micélio ou podem surgir diretamente do substrato, podendo estar isolados ou
agregados, serem eretos ou circinados, e possuirem ramificacbes cimosas,
racemosas, simpodiais ou monopodiais (BENNY et al, 2014). Os
esporangiosporos sdo produzidos em esporangios multi-esporados ou em suas
varia¢des morfoldgicas, como esporangiolos, que sdo esporangios pequenos com
pOUCOS esporos ou uniesporados, ou em merosporangios, que Sdo esporangios
cilindricos ou claviformes que portam merosporangiosporos (ou merosporos)
dispostos em cadeia (ALVAREZ, 2013). As columelas estruturas presentes no
interior dos esporangios, ou as vesiculas, localizadas na porcao terminal dos
esporoforos, sdo estruturas presentes nos representantes dessa ordem
(HOFFMANN et al., 2013), podendo apresentar formas variadas, como clavadas,
conicas, esféricas, espatuladas, hemisféricas, obovoides, ovoides ou piriformes;
podem ser lisas ou incrustadas, com ou sem projecdes apicais (BENNY et al.,
2001). Em Mucorales, a reproducao sexuada é observada com menor frequéncia
em meios de cultivo do que a assexuada e, em varias especies, a presenca do
zigosporo ainda nao foi reportada (O’DONNELL et al., 2001). Espécimes de
Mucorales estdo amplamente distribuidos no planeta e, dentre os substratos de
onde podem ser isolados, € no solo onde sé&o mais abundantes, conferindo ao solo
altas hetrogeneidade metabolica e fisiolégica (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006),
desempenhando um papel importante na decomposicdo de matéria organica,
realizando a ciclagem de nutrientes, disponibilizando-os para outros organismos,
como as plantas, (MUMMEY et al., 2010). Os representantes deste grupo
também sédo utilizados em escala industrial, como biocatalizadores na producéo
de é&cidos organicos como, por exemplo, os acidos citricos e gluconico
(ALVAREZ, 2013). Apenas poucas espécies sdo capazes de degradar
carboidratos complexos, como pectinas e hemiceluloses (MARTIN et al., 2010;
SILVA et al., 2013), enquanto a maioria exibe preferéncia pelos acgucares

soluveis, como a glicose, sendo, por isso, chamados de “fungos do agticar” (DIX

& WEBSTER, 1995; TRUFEM, 1999) . Na industria de alimentos, espécies de
Rhizopus séo consideradas importantes fermentadoras utilizadas na producao de
alimentos asiaticos, como o tofu, enquanto alguns tdxons de Thermomucor foram
citados como promissores para a producédo de proteases coagulantes do leite que
atuam diretamente na producao de queijo (MERHEB-DINI et al., 2010;

XUEFENG et al., 2011; FERREIRA et. al., 2013), sendo importantes agentes

para as industrias farmacéutica, téxtil e de alimentos. Além disso, estudos sobre
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aplicacbes desses fungos na biotecnologia tém aumentado consideravelmente.
Taxons de Mucor Fresen., Cunninghamella Matr. e Rhizopus Ehrenb. estdo
envolvidos na sintese de diversos produtos industriais, como amilases, lipases,
inulinases, pectinases, renina, proteases, celulases e outros metabdlitos
(HOFFMANN et al., 2013; LIMA et al., 2016; MARTINS et al., 2019). Outros
sdo empregados na producdo de &cidos organicos, como os acidos citrico,
linolénico, aracdénico, oxalico e lactico (FERREIRA et. al., 2013). Mucor
circinelloides Tiegh., foi citada como promissora para a producdo de biodiesel
em escala industrial (VICENTE et al., 2009). A composi¢do dos &cidos graxos
da membrana plasmatica, aliada a capacidade comprovada de crescer em tanques
fermentadores industriais, favorecem a utilizacdo desses fungos para a producao
de combustiveis sustentaveis (RATLEDGE, 2004).

2.3.1 Absidia Tiegh.

Descrito por Van Tieghem (1878), Absidia abrange espécies outrora
incluidas em cinco géneros: Tieghemiella Berl. & De Toni (BERLESE; DE
TONI, 1888), Mycocladus Beauverie (BEAUVERIE, 1900), Proabsidia Vuill.

(VUILLEMIN, 1903a), Lichtheimia Vuill. (VUILLEMIN, 1903b) e
Pseudoabsidia Bainier (BAINIER, 1903). Hesseltine & Ellis (1964) propuseram
que Absidia fosse dividida em dois subgéneros (Absidia e Mycocladus), com
base na capacidade de algumas espécies de crescerem em temperaturas elevadas
e na morfologia do zigosporo. Posteriormente, Ellis & Hesseltine (1965)
agruparam as especies de Absidia em concordancia com a morfologia dos
esporangiosporos, distinguindo-as pela producéo de esporos cilindricos,
globosos e ovdides. Kirk et al. (2001) tratararam como sindnimos de Absidia:
Tieghemiella, Mycocladus, Proabsidia, Pseudoabsidia, Lichtheimia e
Protoabsidia.  Atualmente, o0 género Absidia estd inserido em
Cunninghamellaceae Naumov ex R.K. Benj. (KIRK et al., 2008)

Hoffmann et al. (2007) delimitaram as espécies de Absidia anteriormente
classificadas, principalmente, com base critérios morfolégicos, de acordo com a
combinacdo de técnicas moleculares (numa abordagem filogenética), dados
fisiologicos e micromorfolégicos. Nesse estudo, as espécies conhecidas
apresentaram crescimento diferenciado em diferentes temperaturas, sendo

classificadas em trés grupos: 1. Termotolerantes - com crescimento 6timo em
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temperaturas superiores a entre 37 e 45 °C; 2. Mesofilicas - temperaturas de
crescimento 6timas entre 25 e 34 °C; 3. Micoparasitas - espécies potencialmente
micoparasiticas com temperaturas dptimas de crescimento até 20 °C. Hoffmann
et al. (2007) reportaram a producdo de zigosporos sem apéndices nos espécimes
termotolerantes (diferentes dos espécimes de Absidia, que formam zigosporos
cujas células suspensoras contém apéndices), sugerindo que A. blakesleeana
Lendn., A. corymbifera (Cohn) Sacc. & Trotter., A. hyalospora. (Saito) Lendn e
A. ramosa (Zopf) Lendn. fossem realocadas em Mycocladus. Posteriormente as
alteracdes inferidas por Hoffmann et al. (2007), e, objetivando elucidar as
relacdes filogenéticas, bem como a posi¢do taxonémica de alguns espécimes de
Mycocladus, Hoffmann et al. (2009) verificaram que M. verticillatus Beauverie
ndo é termotolerante e produz zigosporangios que apresentam celulas
suspensoras portando apéndices e parede zigosporangial ornamentada, com
escalas ou tubérculos, referidas para Lentamyces parricida (Renner & Muskat ex
Hesselt. & J.J. Ellis) Kerst. Hoffm. & K. Voigt. Consequentemente, Hoffmann
et al. (2009) reclassificaram as espécies termotolerantes que estavam em
Mycocladus, alocando-as no género Lichtheimia Vuill., que abrange L.
blakesleeana (Lendn.) Kerst. Hoffm., Walther & K. Voigt, L. brasiliensis A.L.
Santiago, Lima & Oliveira L. corymbifera, L. hyalospora (Saito) Kerst. Hoffm.,
Walther & K. Voigt, L. ornata (A.K. Sarbhoy), L. ramosa (Zopf) Vuill. e
Lichtheimia sphaerocystis A. Alastruey-lzquierdo.

Morfologicamente, as principais caracteristicas de Absidia sdo: 1.
Esporangidforos eretos, simples ou ramificados, tipicamente surgindo ao longo
de estoldes (solitarios ou em cachos) e comumente contendo um septo abaixo de
esporangios apofisados e piriformes, com parede deliquescente; 2. Columelas
geralmente variadas em forma, podendo exibir de uma a trés projecGes apicais
que podem apresentar ou ndo uma extremidade bulbosa; 3. Zigosporos sao
formados a partir de células suspensoras opostas mais ou menos iguais e
adornadas com apéndices (BENNY et al., 2014). Atualmente, 34 espécies de
Absidia sdo aceitas (www.speciesfungorum.org), dentre as quais dez foram
isoladas no Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020), incluindo A. caatinguensis D.X.
Lima & A.L. Santiago (ARIYAWANSA et al., 2015), A. cornuta D.X. Lima,
C.A. de Souza, H.B. Lee & A.L. Santiago, A. multispora T.R.L. Cordeiro, D.X.
Lima, Hyang B. Lee & A.L. Santiago (CORDEIRO et al, 2020), A.
pernambucoensis D.X. Lima, C.M. Souza-Motta & A.L. Santiago (LIMA et al.,
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2020), A.saloaensis T.R.L. Cordeiro, D.X. Lima, Hyang B. Lee & A.L. Santiago
(CORDEIRO et al.,, 2020) e A. bonitoensis C.L.Lima (LMA et al., 2021),
isoladas de Mata Atléantica e de brejos de altitude, em Pernambuco.

2.3.2 Backusella Hesselt. & J.J. Ellis

Descrito por Ellis & Hesseltine (1969), Backusella foi criado para
acomodar B. circina J.J. Ellis & Hesselt., sendo as espécies deste género
caracterizadas por produzirem esporangioforos portando esporangios e
esporangiolos (uni ou multiesporados), além de esporangiolos simpodialmente
ramificados que podem surgir diretamente do meio de cultura (Benny &
Benjamin, 1975). Em seguida, Von Arx (1970) classificou espécies de
Backusella, em Choanephoraceae J. Schrét. e em Thamnidiaceae Fitzp., e
Pidoplichko & Milko (1971) transferiram Thamnidium ctenidium Durrell & M.
Fleming para Backusella, bem como todas as espécies até entéo descritas como
Backusella em Thamnidiaceae, por produzirem esporangiolos uni ou
multiesporados. Benny & Benjamin (1975) agruparam, em Backusella, B.
circina J.J. Ellis & Hesselt., B. ctenidia (Durrell & M. Fleming) Pidopl. &
Milko ex Benny & R.K. Benj. e B. lamprospora (Lendn.) Benny & R.K. Benj.,
por produzirem simultaneamente esporangios e esporangiolos, uni e/ou
multiesporados. Revisando a ordem Mucorales, Walther et al. (2013), a partir
de um estudo utilizando sequéncias LSU e ITS do rDNA, decidiram transferir
todas as espécies de Mucor com esporangioforos transitoriamente recurvados,
guando jovens, para Backusella. Urquhart et al. (2020) isolaram e descreveam
10 novas espécies de Backusella na Australia. Assim, esse género atualmente
compreende vinte e cinco espécies: B. azygospora T.R.L. Cordeiro, Hyang B.
Lee & A.L. Santiago, B. circina J.J. Ellis & Hesselt., B. constricta, B.
gigacellularis J,I. Souza, Pires-Zottar. & Harakava, B. grandis (A.K. Sarbhoy)
Walter & de Hoog, B. granulispora L.S. Loh & Kuthub., B. indica (Baijal e
B.S. Mehrotra) Walther & de Hoog, B. johorensis L.S. Loh, Nawawi e Kuthub.,
B. lamprospora (Lendn.) Benny & RK Benj., B. locustae Hyang B. Lee, SH
Lee e T.T.T. Nguyen, B. oblongispora (Naumov) Walther & de Hoog, B.
oblongieliptica (H. Nagan., Hirahara & Seshita ex Pidopl. & Milko) Walther
& de Hoog, B. recurva (E.E. Butler) Walther & de Hoo , B. tuberculispora
(Schipper) Walther & de Hoog e B. variabilis (AK Sarbhoy) Walther & de
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Hoog, B. australiensis Urquhart & Douch., B. liffmaniae Urquhart & Douch.,
B. luteola Urquhart & Douch., B. macrospora Urquhart & Douch., B.
mclennaniae Urquhart & Douch., B. morwellensis Urquhart & Douch., B.
parvicylindrica Urquhart & Douch., B. psychrophila Urquhart & Douch., B.
tarrabulga Urquhart & Douch., B. westeae Urquhart & Douch.,
(URQUHART et al., 2020). No entanto, genealogias multigénicas dos
Mucorales resultaram em um clado bem estabelecido e apoiado que suporta o
estabelecimento da familia monogénica Backusellaceae (HOFFMANN et al.,
2013).

Espécies de Backusella sdo comumente isoladas do solo, serapilheira e
detritos de plantas (ELLIS; HESSELTINE, 1969; BENNY; BENJAMIN, 1975;
DE SOUZA et al., 2011; HOFFMANN et al., 2013; WALTHER et al., 2013),
bem como de esterco de roedores, como camundongos e ratos onivoros
(BENNY, 2014). Para o Brasil, foram registradas apenas B. lamprospora (DE
SOUZA et al., 2011; SANTIAGO et al., 2011), B. gigacellularis (DE SOUZA et
al., 2014), B. constricta (LIMA et al., 2016) e B. azygospora (CROUS et al.,
2019), todas isoladas de solo.

2.3.3 Cunninghamella Matr.

Espécies de Cunninghamella Matrouch (1903) tém sido frequentemente
isolados do solo, grdos estocados e outros substratos (ZHENG et al., 2001;
HYDE et al., 2016; ALVES et al., 2017; DE SOUZA 2019). As espécies desse
género caracterizam-se por produzirem esporoforos eretos com ramificacfes em
varios padr@es: verticiladas, pseudoverticiladas ou de comprimentos diferentes
em um mesmo esporoforo, algumas vezes ramificando de modo sucessivo. Os
esporangiolos séo uni-esporados, formados isoladamente, em esterigmas,
produzidos em toda a regido superior da vesicula unicelular, variando em forma,
sendo principalmente globosos, subglobosos a obovoides, lisos a fortemente
equinulados, hialinos a castanhos (ZHENG; CHEN et al., 2001). Embora a
maioria das espécies seja saprdbia, algumas podem ser parasitas facultativas de
seres humanos, principalmente imunocomprometidos (YU et al., 2015).

Desde a descricdo inicial de Matrouch (1903), algumas espécies foram
adicionadas ao género Cunninghamella e foi apresentada uma chave

reconhecendo seis espécies: C. albina (Sacc.) Matr., C. microspora (Rivolta)
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Matr., C. elegans Lendn., C. ramosa Pispek, C. blakesleeana Lendn. e C.
echinulata (Thaxt.) Thaxt. Em seguida, Alcorn & Naumov (1939) reconheceu 12
espécies de Cunninghamella, embora Cutter (1946) tenha mantido em sua
monografia apenas C. echinulata, C. bainieri Naumov, C. blakesleeana, C.
bertholletiae e C. elegans. Alguns anos depois, Milko & Beljakova (1967)
mantiveram apenas quatro espécies no género: C. echinulata, C. homothallica
Komin. & Tubaki, C. elegans e C. blakesleeana. Dois anos depois, Samsom
(1969) reconheceu sete espécies dentro deste género: C. echinulata, C.
blakesleeana, C. vesiculosa P.C. Misra, C. homothallica, C. phaeospora Boedijn
e C. polymorpha Pispek e C. elegans. No entanto, a mais completa revisdo do
género, que envolveu estudos morfofisioldégicos e genéticos, foi fornecida por
Zheng & Chen (2001), que descreveram: C. bertholletiae, C. binariae, C.
blakesleeana, C. clavata, C. echinulata var. echinulata, C. echinulata var.
antarctica, C. echinulata var. nodosa, C. echinulata var. verticillata, C. elegans,
C. homothallica, C. intermedia, C. multiverticillata, C. phaeospora, C. septata e
C. vesiculosa, reconhecendo alguns dos taxons supracitados e descreveram
algumas espécies novas.

Tradicionalmente, os autores se baseavam, para identificacdo de
Cunninghamella, apenas em critérios morfolégicos macroscopicos, como
coloracdo e textura das colbnias, e microscopicos, como o0s padrbes de
ramificacdo dos esporoforos, forma e dimensao das vesiculas, forma, dimensédo
e cor dos esporangiolos, além da presenca ou auséncia e 0 comprimento dos
espinhos desses esporangiolos (BAIJAL; MEHROTRA, 1980). Com a finalidade
de estabelecer critérios mais aceitdveis para a separacdo das espécies de
Cunninghamella, Lunn & Shipton (1983), ao estudarem as caracteristicas
esporangiais de 35 isolados, concluiram que alguns critérios anteriormente
mencionados ndo poderiam ser usados para classificacdo satisfatoria das espécies
desse género, e que os critérios utilizados na chave para separacdo dentro de
Cunninghamella deveriam ser: homotalismo e heterotalismo, forma das
vesiculas e caracteristicas dos espinhos nos esporangiolos. Na Ultima revisdo
morfoldgica e genética do género, Zheng & Chen (2001) consideraram muitas
caracteristicas morfoldgicas, até entdo descartadas por Lunn & Shipton (1983),
importantes para a diferenciacéo das diferentes espécies dentro do género, como
a cor das coldnias, o padréo de ramifica¢do dos esporoforos a forma e dimenséao

das vesiculas e dos esporangiolos, além do homo ou heterotalismo.
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A classificacdo do género inclui as espécies: C. binariae R.Y. Zheng, C.
bertholletiae, C. blakesleeana, C. clavata R.Y. Zheng & G.Q. Chen, C.
echinulata, C. echinulata var. antarctica (Caretta & Piont.) R.Y. Zheng & G.Q.
Chen, C. echinulata var. echinulata (Thaxt.) Thaxt. ex Blakeslee, C. echinulata
var. nodosa R.Y. Zheng, C. echinulata var. verticillata (F.S. Paine) R.Y. Zheng
& G.Q. Chen, C. elegans, C. gigacellularis A.L. Santiago, C.L. Lima & C.A.F.
de Souza (HYDE et al, 2016), C. homothallica, C. intermedia K.B. Deshp. &
Mantri, C. multiverticillata R.Y. Zheng & G.Q. Chen, C. phaeospora, C. septata
R.Y. Zheng e C. vesiculosa. Para o Brasil, foram registradas apenas nove
espécies e trés variedades deste género: C. bainieri, (TRUFEM, 1981c), C.
bertholletiae (ALVES, 2016; LIMA, 2018; DE SOUZA, 2019), C. blakesleeana
(OLIVEIRA et al., 2013; ALVES, 2016; LIMA, 2018), C. clavata (ALVES et
al., 2017; LIMA, 2018), C. echinulata var. antactica (DE SOUZA, 2019), C.
echinulata var. echinulata (SANTIAGO et al., 2013; LIMA, 2018), C. echinulata
var. verticilata (SANTIAGO et al.,, 2013c), C. elegans (ALVES, 2016; DE
SOUZA, 2019), C. gigacellularis (HYDE et al., 2016; DE SOUZA,

2019), C. phaeospora (SANTOS et al., 1998) e C. vesiculosa (OLIVEIRA et al.,
2013).

2.3.4 Gongronella Ribaldi

Sugerido pela primeira vez por Ribaldi (1952), Gongronella acomodava
unicamente G. urceolifera Ribaldi. Apos trés anos, Peyronel & Dal vesco (1955)
transferiram Absidia butleri (Lendn.) para Gongronella, tendo como justificativa
a presenca de uma apdéfise bem marcante, concluindo que G. urceolifera e G.
butleri (Lendn.) Peyronel & Dal Vesco sdo sindbnimas. Em seguida, Hesseltine
& Ellis (1964) adicionaram mais uma espécie, G. lacrispora Hesseltine & Ellis,
a esse género.

Gongronella esta inserido na familia Cunninghamellaceae e inclui
espécies caracterizadas por constituirem coldnias de crescimento relativamente
lento em meios de cultura, com estoldes, rizoides com desenvolvimento limitado
e esporangioforos eretos ou frequentemente dispostos em ramificacOes
levemente circinadas. Os esporangios exibem uma apoéfise globosa ou

subglobosa, mas nunca se tornando piriformes, além de serem pequenos e com
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parede deliquescente. Os esporangiosporos séo unicelulares, hialinos, lisos e
comumente reniformes e/ou elipticos (HESSELTINE; ELLIS, 1964;
ADAMCIK et al., 2015; TIBPROMMA et al., 2017). As células suspensoras dos
zigosporangios séo desprovidas de apéndices e se postam, ou ndo, paralelas umas
as outras (UPADHYAY, 1969).

A classificacdo do género, até 2015, incuia apenas duas espécies: G.
butleri e lacrispora. A primeira apresenta esporangi6foros eretos e ndo
circinados. Os esporangiéforos sdo septados e 0s esporangidsporos ovais para
reniformes.  Gongronella  lacrispora € caracterizada por  possuir
esporaangiofororos circinados em esporangioforos frageis. Os esporangi6foros
sdo geralmente septados, proximos a apofise, e 0s esporangidsporos apresentam
a forma de lagrima (UPADHYAY, 1969). Posteriormente, nove novas espécies
foram descritas (ADAMCiK et al., 2015; ARIYAWANSA et al., 2015; LI et al.,
2016; TIBPROMMA et al., 2017, DONG et al., 2019; ZHANG et al. 2019;

MARTINS et al., 2020; CROUS et al., 2020; FREITAS et al., 2020), incluindo
G. brasiliensis C.A. de Souza, D.X. Lima & A.L. Santiago e G.
pedratalhadensis, reportadas no solo de um brejo de altitude de Pernambuco e
de uma area de Mata Atlantica, em Alagoas, respectivamente.

Os espécimes de Gongronella tém sido tradicionalmente identificados
com base em carateristicas morfofisiologicas. No entanto, nos altimos anos,
técnicas moleculares tém auxiliado a delimitacdo das espécies do género,
contribuindo com a descricdo de novos taxons e a classificacdo desse grupo de
fungos (ADAMCIK et al., 2015; ARIYAWANSA et al., 2015; TIBPROMMA et
al., 2017; DOILOM et al., 2020).). O género abrange onze espécies: G.
brasiliensis, G. butleri, G. guangdongensis F. Liu, T.T. Liu & L. Cai, G. koreana
Hyang B. Lee & T.T.T. Nguyen, G. lacrispora, G. orasabula Hyang B. Lee, K.
Voigt, P.M. Kirk & T.T.T. Nguyen, G. zunyiensis C.B. Dong, Z.Y. Zhang, W.H.
Chen, Y.F. Han, J.Z. Huang & Z.Q. Liang, G. eborensis M.R. Martins, C.
Santos, C. Soares, C. Santos & N. Lima, G. namwonensis Hyang B. Lee, A.L.
Santiago & H.J. Lim., G. pedratalhadensis L.W.S. Freitas, H.B. Lee & A.L.
Santiago e G. sichuanensis Zhi Y. Zhang, Y.F. Han, W.H. Chen & Z.Q. Liang.
Para o Brasil, penas foram isoladas G. lacrispora (UPADHYAY, 1969), G.
brasiliensis (TIPBPROMMA et al., 2017), G. butleri (ALVES, 2016; LIMA,
2018; DE SOUZA, 2019) e G. pedratalhadensis (FREITAS et al., 2020).
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2.3.5 Mucor Fresen.

Mucor é o género mais representativo em nimero de espécies dentro de
Mucoromycota, sendo estimadas aproximadamente 90 espécies validas
(WIJAYAWARDENE et al.,, 2020). Schipper (1973, 1975, 1976, 1978)
descreveu e ilustrou 39 espécies, quatro variedades e 11 formas. Em seguida,
outros 34 taxons foram propostos (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; LI et al., 2016;

VOGLMAYR; CLEMENGCON, 2016; LIMA et al., 2017; TIBPROMMA et al.,
2017; CROUS et al., 2018; DE SOUZA et al.,, 2018; LIMA et al., 2018;
WANASINGHE et al.,, 2018; WAGNER et al., 2019; CHAI et al., 2019;
PHOOKAMSAK et al., 2019).

Estudos moleculares demostraram que Mucor é polifilético
(O’DONNELL et al., 2001; KWASNA et al., 2006; JACOBS; BOTHA, 2008;
BUDZISZEWSKA; PIATKOWSKA, 2010; ALVAREZ et al., 2011) e Walther
et al. (2013) reportaram que, embora a polifilia de Mucor seja indiscutivel,
algumas linhagens dentro do género apresentam posicdes filogenéticas
inconclusivas. De acordo com esses autores, combinacdes de caracteristicas
morfoldgicas, como o tamanho do esporéngio e o padrdo de ramificacdo do
esporangioforo, sdo comumente compartilhadas por algumas dessas linhagens,
sugerindo que o género fosse dividido em seis grupos: M. mucedo L., M. flavus.,
M. hiemalis, M. racemosus, M. amphibiorum, M. recurvus.

Espécies de Mucor produzem esporangioforos simples ou ramificados,
surgindo diretamente do substrato, portando esporangios ndo apofisados,
globosos e/ou subglobosos. Poucas espécies apresentam rizoides (ex: M. luteus
Linnem. ex Wrzosek) e estoldes ndo sdo produzidos (BENNY et al., 2014).
Trata-se de um género cosmopolita, sendo a maioria das espécies descritas como
saprobias, comumente isoladas de solo, grdos estocados, vegetais em
decomposicdo e excrementos de herbivoros (HESSELTINE; ELLIS, 1973;
TRUFEM, 1981a; ALEXOPOULOQOS et al., 1996; VIRIATO, 1996). Alguns
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tdxons desse género tém sido descritos como agentes causais de micoses cutaneas
em seres humanos (ALVAREZ et al., 2011).

Vérias espécies de Mucor apresentam importancia biotecnolégica, sendo
utilizadas em processos industriais e na elaboragdo de diferentes alimentos
asiaticos (ABE et al., 2004; MILLATI et al., 2005). Em contraste, membros desse
género, depois de Rhizopus, sdo considerados os 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. sendo reportadas como causadoras de infecgfes em
humanos (DE HOOG et al., 2000; RIBES et al., 2000; ALVAREZ et al., 2009;
LU et al., 2013).

A partir do inicio da década de 2000, novas espécies de Mucor foram
propostas, com base em estudos morfologicos e filogeneticos, elevando o
conhecimento da taxonomia e distribuicdo desse género (PEI, 2000; ALVES, et
al., 2002; JACOBS; BOTHA, 2008; HERMET, et al., 2012; MADDEN, et al.,
2012; LI et al., 2016; VOGLMAYR; CLEMENCON, 2016; LI et al., 2016;
LIMAZetal., 2018; CROUS et al., 2018; LIMA et al., 2020). Wagner et al. (2020)
revisou as espécies do complexo M. circineloides com base na morfologia e
filogenia multi-locus, revelando maior diversidade de espécies do que o
conhecido antes, com a descricdo de cinco especies novas: M. amethystinus L.
Wagner & G. Walther, M. atramentarius L. Wagner & G. Walther, M.
pseudolusitanicus L. Wagner & G. Walther, M. pseudocircinelloides L. Wagner
& G. e M. variicolumellatus L. Wagner & G. Walthe Walther. Para o Brasil,
foram reportadas trinta e oito espécies de Mucor, incluindo seis novas espécies:
M. merdicola C.A. de Souza & A.L. Santiago, M. caatinguensis A.L. Santiago,
C.A. de Souza & D.X. Lima (LIMA et al., 2016), M. pernambucoensis (LIMA
et al., 2018), M. septatum C.A. de Souza, T.R. Cordeiro & A.L. Santiago (DE
SOUZA et al., 2018), M. souzae (CROUS et al., 2018) e Mucor merdophylus
D.X. Lima, R.W. Barreto, H.B. Lee & A.L. Santiago (Lima et al., 2020).

2.3.6 Rhizopus Ehrenb.

Espécies de Rhizopus Ehrenb. caracterizam-se morfologicamente pela
formacdo de esporangidforos que portam espordngios multiesporados, com

parede evanescente e apdfise discreta, podendo surgir diretamente do micélio
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aereo ou de estoldes, com ou sem rizdides opostos. Os zigosporangios
apresentam paredes ornamentadas e células suspensoras desprovidas de
apéndices (ZHENG; CHEN, 1998; ZHENG et al., 2007).

Rhizopus foi revisado em dois estudos conduzidos por Schipper (1984) e
Schipper & Stalpers (1984). Os autores classificaram as espécies desse nos
grupos: Rhizopus oryzae (com uma espécie.), R. stolonifer (com duas espécies e
duas variedades) e R. microsporus Tiegh. (com duas espécies e quatro
variedades), sendo a temperatura de crescimento, o comprimento dos
esporangioforos e o tamanho dos esporangios, carateristicas morfoldgicas
primordiais a serem consideradas para a identificacdo dos espécimes. Rhizopus
arrhizus A. Fish. tem mais de 30 sindnimos (www.speciesfungorum.org)
descritos, em maioria a partir de alimentos ou bebidas alcoolicas produzidas na
China, Indonésia e Japdo (HESSELTINE, 1965). Zheng et al. (2007) revisaram
0 género e descreveram dez 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. azygosporus (G.F.
Yuan & S.C. Jong) Schwertz, Villaume, Decaris, Percebois & Mejean, R.
microsporus var. chinensis (Saito) Schipper & Stalpers, R. microsporus var.
microsporus Tiegh., 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. Posteriormente, Dolatabadi et al. (2014),
apos um estudo baseado na morfologia, fisiologia, genética molecular e em
espectometria de massa (MALDI-ToF), concluiram gue todas as variedades de
R. microsporus sdao sindnimas e devem ser citadas como R. microsporus Tiegh.
Em 2016, uma nova espécie, R. koreanus Hyang B. Lee & T.T.T. Nguyen, foi
descrita na Coréia do Sul (LI et al., 2016).

Representantes deste género tém sido citados em diversas areas do
conhecimento, tornando-se intimamente relacionados com a vida diéria do ser
humano. Na indlstria de alimentos, espécimes de Rhizopus sdo considerados

agentes importantes na fermentacdo de alimentos asiaticos (XUEFENG et al.,
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2011). Na agricultura, espécimes de Rhizopus foram reportados como agentes
causais de deterioracdo de legumes e frutas no campo, em transito ou
armazenadas (AKINMUSIRE, 2011). Na medicina, espécimes sdo utilizados
para a producdo de medicamentos (NOUT; KIERS, 2005; ZHENG et al., 2007).

2.3.7 Syncephalastrum J. Schrot.

Syncephalastrum abriga espécimes que formam merosporangios
multiesporados, produzidos em uma vesicula localizada no apice de
merosporangioforos, podendo ser simples ou simpodialmente ramificados
(MISRA, 1975). Os zigosporangios assemelham-se aos produzidos por espécies
de Mucor, em formacdo e aparéncia, com celulas suspensoras mais ou menos
iguais (BENJAMIN, 1959).

Apos a descrigdo por J. Schrot. (1886), Syncephalastrum abrangia
aproximadamente 10 espécies e cinco variedades. Contudo, de acordo com
Benjamin (1959), varia¢des no diametro da vesicula, a presenca ou auséncia de
estolbes, a cor da colbnia, as dimensbes dos merosporangios e a quantidade dos
merosporos em cada merosporangio, bem como a forma e o tamanho dos ultimos
ndo tém valor taxondmico para a diferenciacdo de espécies. Na época, 0 autor
sinonimizou todas as espécies descritas com S. racemosum Cohn ex J. Schrot.
Entretanto, Vuillemin, em 1922, descreveu S. rhizopi Vuill., e Zheng et al.
(1988) descreveram uma nova espécie, S. monosporum R.Y. Zheng, G.Q. Chen
& F.M. Hu, que apresenta merosporangio uniesporado. De acordo com o Species
Fungorum (2018), trés espécies sdo validas: S. monosporum R.Y. Zheng, G.Q.
Chen & F.M. Hu, S. racemosum Cohn ex J. Schrot. e S. rhizopi Vuill. Espécimes
de Syncephalastrum sdo comumente isolados de solo (SANTIAGO;
SOUZAMOTTA, 2006; SANTIAGO et al., 2013).

2.4 O SEMIARIDO

O semiarido do Nordeste brasileiro compreende uma area de 982.563,3
km2 e comporta 1.133 municipios com, aproximadamente, 22 milhdes de
habitantes, segundo as estimativas de Silva et al. (2013). O Nordeste do Brasil,

com 1,56 milhdo de km (18,2% do territorio nacional), comporta a maior parte
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do semiérido, abrangendo os estados do Alagoas, Bahia, Ceara, Piaui, Paraiba,
Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe. O semiarido estd ainda presente
em parte do norte do Estado de Minas Gerais (regido Sudeste). Areas do
semiarido brasileiro exibem temperaturas médias elevadas, comumente
superiores aos 24°C, ultrapassando 26°C na depressdo sanfranciscana e no vale
do rio Piranhas. As precipitacdes sdo escassas, entre 280 a 800 mm/ano, embora
nos brejos de altitude e serras Umidas a pluviosidade possa exceder esses valores.
As chuvas concentram-se em trés ou quatro meses do ano, variando de acordo
com as condi¢Bes da dindmica atmosférica. Devido a isso, muitos organismos se
adaptaram ao longo de milhares de anos a essas condigdes adversas (ARAUJO,
2011). Os solos de é&reas semiéridas sdo classificados em quatro ordens:
Latossolos, Neossolos Litolicos, Argissolos e Luvissolos, sendo, em geral, de
baixo potencial produtivo, seja por limitacbes de fertilidade e de profundidade
do perfil, seja por limitagdes de drenagem e pelos elevados teores de sodio (Na)
(CUNHA et al., 2008; SALCEDO; SAMPAIO, 2008).

Dentro do semiarido, o dominio Caatinga é predominante, com 62% da
vegetacdo nativa, com graus diferenciados de conservagdo. Areas de Caatinga
sensu stricto correspondendo &, aproximadamente, 36% do dominio, seguidas
por areas de transicdo ecologica (18%) e encraves de Cerrado e florestas imidas,
ocupando 8% da extensdo territorial (MMA, 2011). Na caatinga, a flora é
composta por arvores e arbustos caracterizados pela rusticidade, tolerancia e
adaptacdo as condicBes climaticas da regido (GIULIETTI et al., 2006). Em
tempos de maior aridez, as folhas caem e apenas os troncos brancos e brilhosos
das arvores e arbustos permanecem na paisagem seca, fazendo com que sua
composicao floristica ndo permaneca uniforme, mas variando de acordo com o
volume das precipitacdes, da qualidade do solo, da rede hidrografica e da acéo
antropica (GIULIETTI et al., 2002, 2006). Em decorréncia das condicdes
ambientais do semiarido, grande parte das plantas desenvolveram mecanismos
de defesa que as possibilitam passar por essa escassez como: espinhos,
microfilia, cuticulas impermeaveis, sistemas de armazenamento de agua em
raizes e caules modificados e mecanismos fisiologicos adaptados, a exemplo do
fechamento dos estdbmatos nas horas mais quentes do dia, que permitem as
classificar como plantas xerofilas (GIULIETTI et al., 2006).

As éreas de transicdo sdo denominadas faixas de areas intermediarias, entre 0s
dominios morfocliméticos, que possuem um conjunto de condicfes ecoldgicas
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que as individualizam, impossibilitando sua classificagdo como dominios
morfoclimaticos. Apresentam caracteristicas fisicas de dois ou mais dominios
morfoclimaticos, ou seja, mesclam ou agrupam caracteristicas fisicas dos
dominios morfoclimaticos circundantes, sendo importantes ambientes ectonos,
resultado dos contatos entre os diferentes biomas. No Brasil, encontrase trés
principais areas de transicdo: a Mata dos Cocais, 0 Agreste, e 0 Complexo do
Pantanal. No semiarido, o Agreste apresenta-se como importante area de
transicdo entre a Zona da Mata, a leste, com clima tropical litordneo Umido e
mata Tropical Atlantica, e o Sertdo, a oeste, com presenca do dominio Caatinga.
O relevo ¢ marcado pela presenca do Planalto da Borborema (AB’ SABER,
2006).

O cerrado € outro bioma que ocupa um espago importante no semiarido
nordestino, localizado predominantemente na porcéo oeste da regido nordeste,
incluindo parcialmente territorios dos estados do Maranh&o, Piaui, Bahia e Minas
Gerais (BUAINAIN & GARCIA, 2015). O cerrado nordestino ocupa
aproximadamente 645 mil km? (64,5 milhdes de hectares), representando
7,6% do territorio brasileiro (IBGE, 2018). Caracterizado por vegetacao de clima
seco, com fisionomias variadas, que vdo desde campos limpos desprovidos de
vegetacdo lenhosa até o cerraddo, uma formacédo arborea densa, que no Ceara
ocorre na parte nordeste da chapada do Araripe e na cuesta da Ibiapaba,
permeado por matas ciliares e veredas, que acompanham os cursos d’agua.
Constituido por arvores relativamente baixas (até vinte metros), distribuidas
entre arbustos e gramineas (FERNANDES & BEZERRA, 1990).

2.5 BREJOS DE ALTITUDE

Embora Andrade-Lima (1982) e Veloso et al. (1991) considerem 0s
brejos nordestinos como disjuncdes de Mata Atlantica dentro dos dominios da
Caatinga, alguns estudos tem mostrado que os brejos de altitude nordestinos ndo
estdo intimamente relacionados ao dominio Mata Atlantica. Santos et al. (2007)
concluiram que a vegetacdo de plantas lenhosas de duas &reas de Mata Atlantica
do centro do Recife tem mais semelhanca com a vegetacdo da Amazoénia do que
com a dos brejos de altitude nordestinos, enquanto os resultados de Lima et al.

(2018) mostraram que a assembleia de fungos poroides (Filo Basidiomycota) da
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Mata Atléntica de Pernambuco também é mais similar & da Amaz6nia do que a
dos brejos de altitude de Pernambuco. Esses resultados corroboram os de Silva e
Castaleti (2003), que colocaram o0s brejos nordestinos como um ecorregido
distinta da Mata Atlantica. Para Lins (2017), os brejos s&o definidos como “areas
de excegdo” dentro do semiarido. Os encraves da floresta da Caatinga estdao
localizados nas encostas dos planaltos com altitude variando de 600 a 1100 m, e,
por isso, a pluviosidade pode ultrapassar 1200 mm por ano (Tabarelli & Santos,
2004). Esses encraves florestais abrigam espécies endémicas de varios grupos de
organismos (Andrade-Lima, 1982; Borges-Nojosa e Caramaschi, 2003; Silva et
al., 2003).

Os brejos de altitude constituem zonas fisiograficas de maior importancia
para o0 suporte econdmico das areas semiaridas do Nordeste do Brasil. A
predominadncia do extrativismo de madeira nessas areas, como principal fonte de
energia, tanto para as industrias de gesso como para a populacgdo, coloca em risco
esse ecosssitema ainda tdo pouco conhecido. Por outro lado, os brejos sdo ricos
em conhecimento popular tradicional, tanto em relacdo as plantas medicinais
fitoterapicas, como sobre a cultura alimentar, o que reforca a necessidade da
busca por alternativas para a conservagao e o uso sustentavel da biodiversidade
desses ecossistemas (COUTINHO, 2006). Atualmente, sdo conhecidos 43 brejos
de altitude no nordeste do Brazil, distribuidos nos estados do Ceara, Rio Grande
do Norte, Paraiba e Pernambuco, cobrindo uma area de, pelo menos, 18.589 km?,
Pernambuco e Paraiba abrigam 31 brejos, distribuidos em 28 municipios do
agreste e sertdo. Os brejos de altitude de Pernambuco localizam-se nos
municipios de Agrestina, Aguas Belas, Arcoverde, Bezerros, Belo Jardim,
Buique, Camocim de Séo Felix, Caruaru, Exu, Floresta, Gravata, Moxoto,
Pesqueira, Pocéo, Séo José, Sanharo, Tacaratu, Triunfo
(VASCONCELOSSOBRINHO, 1970).

Os estudos direcionados ao conhecimento da diversidade dos Mucorales
nos brejos de altitude de Pernambuco ainda encontram-se em fase inicial e, até o
presente, 34 espécies foram reportadas em solo de brejos de altitude, incluindo
sete espécies novas (SANTIAGO et al., 2014; HYDE et al., 2016; TIBPROMMA
etal., 2017; LIMA et al., 2018, FLORA DO BRASIL 2020; DE SOUZA et al.,
2018; CROUS et al., 2018; CROUS et al., 2019; CORDEIRO et al., 2020; LIMA

et al., 2021) e quatro primeiras ocorréncias para o Brasil
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(SANTIAGO; MAIA, 2010; ALVES et al., 2017; DE SOUZA et al.,
2020;ALVES et al., 2021), o que provavelmente ndo reflete a real riqueza desse
grupo de fungos nessas florestas tmidas componentes do semiarido

pernambucano.

2.6 MUCORALES ISOLADOS EM BREJOS DE ALTITUDE DE
PERNAMBUCO

Tendo em vista que, atualmente, apenas 44 espécies de Mucorales foram
descritas de amostras de solo do semiarido (SANTIAGO; SOUZA-MOTTA,
2006; SANTIAGO; MAIA, 2010; SANTIAGO et al., 2013; ARIT'YAWANSA et
al., 2015; LIMA et al., 2015; DE SOUZA et al., 2016; LI et al., 2016; FLORA
DO BRASIL 2020; DE SOUZA et al., 2020; LIMA et al., 2020) e que vem sendo
crescente o aumento da degradacdo e fragmentacdo desses ecossistemas, tornase
importante destacar alguns dos trabalhos mais relevantes com fungos
zigosporicos em solos de brejos de altitude no semiarido de Pernambuco.

O trabalho que dé inicio aos estudos dos fungos zigospdricos em brejos
de altitude foi desenvolvido por Santiago et al. (2013) e faz referéncia a coletas
de solo no brejo de altitude na cidade de Triunfo-PE, de onde foram isoladas
Absidia cylindrospora var. cylindrospora, Cunninghamela echinulata var.
echinulata, C. echinulata var. verticillata, C. phaeospora, Lichtheimia
hyalospora, Mucor luteus Linnem., M. prayagensis BS Mehrotra & Nand ex
Schipper e M. subtilissimus Oudem.

Alves (2016) reportou a diversidade de Mucorales nos brejos de altitude
da Serra dos Cavalos, Serra Negra e Serra do Jenipapo, localizados nas cidades
de Caruaru, Bezerros e Sanhard, respectivamente, em Pernambuco. Na ocasido,
foram identificados, das amostras coletadas no Brejo da Serra dos Cavalos, 15
taxons de Absidia, Cunninghamella, Gongronella, Mucor e Rhizopus, enquanto
do solo Brejo de Jenipapo foram isolados 23 tdxons desses géneros. Do solo do
Brejo de Serra Negra, 18 tdxons de Absidia, Cunninghamella, Gongronella,
Lichthemia e Rhizopus foram obtidos. Considerando os trés brejos de altitude,
Absidia foi mais representativo em relacdo ao nimero de espécies, seguido por

Cunninghamella e Mucor.

Durante um levantamento de Mucorales em solos de do Brejo dos

Cavalos, no municipio de Caruaru, em Pernambuco, Alves et al. (2017) isolaram,
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de amostras de solo, C. clavata, sendo esse o segundo registro para 0 mundo
dessa espécie, enquanto Lima (2018b), dos solos dos brejos de altitude da Serra
de Bonito (municipio de Bonito) e Sitio da Palmeira (municipio de Camocim de
Sdo Félix), reportou 38 espécies de Mucorales distribuidas em nove géneros:
Absidia, Actinomucor, Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia,
Mucor, Rhizopus e Syncephalastrum, sendo C. bertholletiae, Absidia sp. 3 e R.
stolonifer as espécies mais frequentes e abundantes nos solos estudados.

Lima et al. (2018a) isolaram e descreveram pela primeira vez Mucor
pernambucoensis C.L. Lima, D.X. Lima & A.L. Santiago de amostras de solo
coletadas na Serra de Bonito, municipio de Bonito, Pernambuco, equanto de
Souza et al. (2018) descreveram M. septatum C.A. de Souza, T.R. Cordeiro &
A.L. Santiago, a partir de amostras de solo do Brejo da Serra do Bitury,
Pernambuco. Em seguida M. souzae C.A. de Souza, D.X. Lima & A.L. Santiago
foi isolada do solo do brejo de Triunfo, Pernambuco e descrita (Crous et al.,
2018), enquanto Backusella azygospora T.R.L. Cordeiro, Hyang B. Lee & A.L.
Santiago foi isolada no Brejo de Salda, Pernambuco (CROUS et al., 2019). Lima
et al. (2020) isolaram e descreveram, de uma area de brejo de altitude em
Garanhuns, Pernambuco Absidia cornuta D.X. Lima, C.A. de Souza, H.B. Lee
& A.L. Santiago. Absidia multispora T.R.L. Cordeiro, D.X. Lima, Hyang B. Lee
& A.L. Santiago e A. saloaensis T.R.L. Cordeiro, D.X. Lima, Hyang B. Lee &
A.L. Santiago foram isoladas em areas de brejo de altitude, na Reserva Natural
da Fazenda Brejo, Salod, em Pernambuco, por Cordeiro et al. (2020), enguanto
A. bonitoensis C.L. Lima foi isolada no Brejo de Bonito, também em
Pernambuco (LIMA et al., 2021).



42
3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AREAS DE ESTUDO

As amostras de solo foram provenientes do solo dos brejos das Serra do
Jardim, do Vento e do Benedito, pertencentes aos municipios de Agrestina, Belo
Jardim e Gravatd, respectivamente.

3.1.1 Brejo da Serra do Jardim

O brejo da Serra do Jardim encontra-se no municipio de Agrestina
(08°23'18"S  036°00'30"W), localizado na mesorregido Agreste e na
Microrregido brejo pernambucano do estado de Pernambuco, formado por
macicgos e outeiros altos, com altitude variando entre 650 a 1.000 m. O clima é
seco e quente, sendo a temperatura média anual de 22 °C e a pluviosidade média
de 784 mm/ano. A estacdo chuvosa inicia-se em janeiro/fevereiro com término
em setembro, podendo adiantar-se até outubro (Rodrigues et al., 2000).

Figura 1- Aspecto do Brejo da Serra do Jardim, Agrestina-PE
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3.1.2 Brejo da Serra do Vento

O Brejo da Serra do Vento localiza-se no municipio de Belo Jardim
(08°14'30"”S 036°22'09"W), a 184,9 Km de Recife, a 608 m de altitude, situado
na microrregido Vale do Ipojuca, que apresenta precipitacdo média anual de 790
mm. O clima é tropical chuvoso com verdo seco. O periodo chuvoso inicia-se
nos meses de janeiro/fevereiro e termina em setembro/outubro. A temperatura
media anual € de 22,1 °C e a pluviosidade de 660 mm/ano (Araujo filho et al.,
2000). Foi verificado que essa area encontra-se fortemente antropizada,
principalmente para construcdo de casas e para agricultura de familia
(observacao pessoal da autora).

Figura 2 - Aspecto do Brejo da Serra do Vento, Belo Jardim-PE.
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3.1.3 Brejo da Serra do Benedito

O Brejo da Serra do Benedito localiza-se no municipio de Gravata
(8°12'S, 35°32'W), a 85,5 Km de Recife, inserido microrregido do Vale do
Ipojuca. O clima local é tropical com verdo seco e a temperatura média anual é
de 22 °C, com minima chegando a 15 °C nos meses mais frios, enquanto, na
época mais quente, a temperatura maxima pode chegar a 30 °C. A precipitacdo
média anual é de 725 mm, com chuvas concentradas entre marco e julho, sendo
julho 0 més de maior precipitacdo, com média de 108 mm (Siqueira-filho &
Machado, 2001).

Figura 3 - Aspecto do Brejo da Serra do Benedito, Gravata-PE.




45

A cobertura vegetal encontrada em Agrestina, Belo jardim e Gravata €
prépria dos brejos do agreste de Pernambuco, apresentando bastante similaridade
e sendo dos tipos subcaducifolia e caducifdlia. Entre as &rvores endémicas estéo:
Minilkara dardanoi Ducke, Cauepia impressa Prance, C. pernambucencencis

Prance (Prance 1987; Pennington 1990) e Chryptanthus zonatus Beer (Siqueira-
filho & Machado 2001), ocorrendo formagdes de transi¢do entre floresta

caducifolia e Caatinga hipoxerodfila. Nas superficies do solo, ocorrem o0s
planossolos, medianamente profundos, fortemente drenados, podendo ser de
acidos a moderadamente &cidos, com fertilidade natural média, e ainda os
podzdlicos, que sdo profundos, apresentam textura argilosa e fertilidade natural
de média a alta. Nas elevacGes, ocorrem os solos litélicos, que sdo rasos, de
textura argilosa e fertilidade natural média e alta, com presenca de afloramentos
rochosos. Nos vales dos rios e riachos, ocorrem os planossolos, medianamente
profundos, imperfeitamente drenados, de textura média, argilosa e

moderadamente &cidos (Rodrigues et al., 2008).

3.2 DADOS PLUVIOMETRICOS

Os dados pluviométricos dos meses de coleta foram fornecidos pela
administracdo do Instituto Agrondmico de Pernambuco IPA (Figura 4)

(http://www.ipa.br/indice pluv.php).
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Figura 4 - Pluviosidade média mensal (mm) nos municipios Agrestina, Belo Jardim e Gravata- PE, durante o periodo de
coletas de solo.

PRECIPITACAQ EM MM
[—y [— (] R} (#5]
= VR S
s & & & & S

o

9
9

mai/

3.3 COLETAS DE SOLO

Em 2017 (mar¢o, maio, julho e setembro), 2018 (janeiro e margo) 2019
(marco e Junho) foram realizadas expedi¢Oespara coleta de solo em cada um dos
brejos supracitados. Em cada area, foram demarcados aleatoriamente dois
retangulos de 500 m? e, em cada retangulo, coletadas dez subamostras de solo a
uma profundidade de 5 cm, respeitando-se a distancia minima de 10 m entre cada
ponto de coleta, totalizando 20 subamostras de solo para cada area por expedicao
de coleta. As amostras de solo foram armazenadas em sacos plasticos e
conservadas em caixas de isopor com gelo durante o transporte. No laboratorio,
as amostras foram processadas em até 24h, ocorrendo a homogeneizacao das dez
subamostras de cada quadrante de coleta, originando duas amostras compostas
por retangulo e quatro amostras compostas por area de coleta. No total, foram

analisadas 96 amostras compostas de solo, considerando as oito coletas
realizadas nos trés brejos de altitude.

3.4 ISOLAMENTO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DOS TAXONS DE
MUCORALES

Para o isolamento dos espécimes, cinco mg de solo foram inoculadas no
meio de cultura agar gérmen de trigo (BENNY, 2008) adicionado de
cloranfenicol (100 mg.L?), contido em placas de Petri, em triplicada. O

crescimento das coldnias foi acompanhado por 96 h a temperatura ambiente (28



47

+ 2 °C). Para a purificacdo, fragmentos de cada coldnia foram transferidos para
0 meio de cultura agar gérmen de trigo adicionado de cloranfenicol (100 mg.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 macroscépicas (coloracdo e aspecto) 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).

3.5 CRESCIMENTO, DESCRICAO DAS ESPECIES NOVAS, PRIMEIRAS
OCORRENCIAS PARA O NORDESTE DO BRASIL E DADOS DE
DISTRIBUICAO

As especies novas, isoladas no presente estudo, foram cultivadas a partir
da técnica de colonia central, nos meios Agar extrato de malte (AEM) (Benny
(2008) e/ou BDA e incubadas a 15, 20, 25, 30 e 40 °C, no escuro, em triplicata.
A cada 24 h, o diametro das coldnias foi medido, até que as mesmas tivessem
preenchido toda a placa de Petri (9 cm de diamtro e 1,5 cmde altura). As espécies
foram descritas a 25°C, em BDA ou AEM, no escuro, apés 5 dias de incubacéo,
e variacOes morfoldgicas macro- e microscopicas nas diferentes temperaturas e
meios de cultura, foram anotadas. Foram observados 0s aspectos macro-
(coloracdo e aspecto) e microscopicos (tamanho, forma e cor dos rizoides,
esporangioforos, esporangios, apodfises, columelas e esporangiosporos) das
colénias. No minimo, 50 medic6es foram realizadas para cada microestrutura,
sob microscépio de luz. Todas as caracteristicas microscopicas foram obtidas
através da analise dos espécimes em microscopio de luz Leica DM500. As
microestruturas foram medidas a partir de culturas em lamina montadas em KOH
(3%) ou em Azul de Amann para observacdo. As descri¢es de Absidia sp. 1 e
Gongronerlla sp. 1, espécies identificadas no presente estudo como novas, ndo

serdo fornecidas nesse trabalho, ja que as mesmas ainda ndao foram publicadas.

As informacdes sobre a distribuicdo global das novas ocorréncias para o
Nordeste do Brasil foram recuperadas de artigos publivados, do “Global
Biodiversity Information Facility GBIF” (https://www.gbif.org), GenBank

(https://www.nchi.nim.nih.gov/genbank), e da plataforma plutoF

(https://plutof.ut.ee).
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3.6 EXTRACAO DE DNA, AMPLIFICACAO, SEQUENCIAMENTO DAS
REGIOES ITS E LSU DO rDNA E ANALISE FILOGENETICA

O sequenciamento de regiGes especifias do rDNA (ITS ou LSU) foi
realizado para confirmacdo molecular das espécies novas, de uma primeira
ocorréncia para o Nordeste do Brasil e de isolados que ndo puderam ser
identificados pelas caracteristicas morfoldgicas. Para extracdo do DNA, a
biomassa obtida de culturas puras foi transferida para microtubos de 2 mL com
tampa de rosca, acrescidos de 0,5g de contas de vidro “glass beads” para a
trituracdo do material por agitacdo em alta velocidade em um FastPrep. Em
seguida, foi realizada a extracdo do DNA gendmico conforme Griffiths et al.
(2000), que inclui uma lavagem com cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), aléem
de precipitacdo em isopropanol, lavagem em etanol 70% e ressuspensdo em 50
uL de agua ultrapura.

As regides ITS e LSU do rDNA foram amplificadas utilizando-se os
iniciadores ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990), F1843 e R3096 (SCHMITT et al.,
2009), respectivamente. Os produtos amplificados foram purificados com
PureLink — PCR Purification Kit — Invitrogen e, quando necessario, clonados
com o CloneJET PCR Cloning Kit (Fermentas; Carlsbad, USA), seguindo a
metodologia do fabricante. As sequéncias foram enviadas para sequenciamento
na Plataforma Tecnologica de Genémica e Expressdo Génica do Centro de

Biociéncias — Universidade Federal de Pernambuco.

3.7 ANALISES FILOGENETICAS

As sequéncias obtidas foram alinhadas com outras recuperadas do
GenBank atraves do programa Clustal X (LARKIN et al., 2007) e editadas
usando o programa BioEdit (HALL, 1999). Foi realizada a avaliacédo
filogenética, para caracterizacdo molecular final com a construcéo de arvores
Bayesianas (1 x 10° geragcdo) em MrBayes 3.1.2 (RONQUIST &
HUELSENBECK, 2003) e de maxima verossimilhanca (GUINDON &

GASCUEL, 2003), executadas com o auxilio do programa Topali 2.5. E por fim,
as sequéncias dos espécimes isolados foram comparadas as estocadas no

“GenBank” (www.ncbi.nlm.nih.gov) para confirmacdo genética dos txons.
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3.8 INCORPORACAO DOS ESPECIMES ISOLADOS A COLECAO DE
CULTURAS MICOTECA-URM, DE LAMINAS NO HERBARIO URM E
DAS SEQUENCIAS ITS E LSU DO RDNA NO GENBANK.

Culturas de um espécime de cada espécie isolada serdo incorporadas a
Micoteca URM, da Universidade Federal de Pernambuco, em 6leo mineral ou
foram liofilizadas. Essas etapas ainda estdo em andamento, pois o servi¢o de
recebimento das culturas pela Micotecq URM sofreu atraso pela pandemia
causada pelo COVID-19. Laminas permanentes dos hol6tipos serdo preparadas
em PVLG e incorporadas ao Herbario URM da UFPE. As sequéncias das regides
ITS e LSU do rDNA das novas espeécies isoladas, bem como de uma primeira
ocorréncia para o Nordeste do Brasil, foram depositadas no GenBank, de acordo
com protocolo de depdsito estabelecido por esse banco genémico.

3.9 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 = nimero 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 relativa de cada espécie nas areas foi calculada aplicandose a
formula: A = (Ni/N) x 100, em que: A = abundancia i; Ni = nimero de UFC de
espécies i; N = numero total de UFC (ZAK e WILLIG, 2004). As espécies foram
classificadas de acordo com Novozhilov et al. (2001), como: raras (< 0,5%)

ocasionais (0,5-1,5%), comuns (> 1,5-3%), e abundantes (>3%).

Para a estimativa da diversidade de Mucorales nas areas de estudo foi
utilizado o indice de diversidade de Shannon-Wiener:

H'= —XZi=1PiInpiem que: S & o nlmero de espécies, pi é a proporcao
da espécie i, estimada como ni/N, em que ni é a medida de importancia da espécie
i (nGmero de individuos, biomassa) e N é o numero total de individuos. O perfil
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de diversidade utilizando a série de Hill também foi calculada para cada area
(HILL, 1973).

3.10 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises foram realizadas com base nos dados de contagem das
espécies de fungos isoladas de solos das trés regides de brejo de altitude, ao longo
de oito meses de coleta. As analises exploratorias multivariadas foram feitas com
auxilio da plataforma computacional R v. 3.6.3 (R Development Core Team,
2020). A anélise de escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) foi
realizada com base na matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis dos dados de
abundancia. A distancia entre amostras foi representada através de dendrogramas
construidos com base no indice de dissimilaridade de Gower, pelo metodo
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Essas
analises, juntamente com os céalculos dos indices diversidade de Shannon, de
dominéncia de Simpson e de a, B e y diversidade, foram realizadas com auxilio
da biblioteca “vegan” (OKSANEN et al., 2020). A diversidade Gama (y) € a
diversidade Alpha (o) foram calculadas a partir dos dados do inventario de
espécies e a diversidade Beta (B) foi determinada pela expressao = (y/a)-1, de
acordo com as teorias de Whittaker (1960) e Tuomisto (2010).. Os graficos foram
construidos a biblioteca com “ggplot2” (WICKHAM, 2016). Curvas de
acumulacao de espécies também foram calculadas para cada area, 0 que permitiu
estimar a riqueza total de cada area através dos estimadores Chao 1 e Jacknife 1.
Para essas analises multivariadas, foi utilizado o programa Primer (CLARKE &
GORLEY, 2006), enquanto as analises de variancia (ANOVA) e comparacéo de
médias, pelo teste de Tukey (p = 0,05), foram realizadas utilizando-se o programa
Statistica (STATSOFT, 1997).



51

4 RESULTADOS

4.1 MUCORALES DO SOLO DOS BREJOS DE ALTITUDE DE
PERNAMBUCO

Das amostras de solos inventariadas, foram isolados 29 taxons de
Mucorales (1,04 x 10° UFC g* de solo). Do brejo da Serra do Jardim, foram
isolados 19 taxons de Mucorales distribuidos entre Absidia, Backusella,
Cunninghamella, Gongronella, Mucor e Rhizopus, enquanto do brejo da Serra
do Vento foram obtidos 17 tdxons de Mucorales distribuidos entre Absidia,
Cunninghamella,  Gongronella, Lichthemia,  Mucor, Rhizopus e
Syncephalastrum. Do brejo do Benedito, 22 taxons de Mucorales foram
identificados, distribuidos entre Absidia, Backusella, Cunninghamella,
Gongronella, Mucor e Rhizopus (Tabela 1).

Considerando os trés brejos de altitude em conjunto, Mucor foi o género
mais representativo em numero de espécies (31% das espécies), seguido por
Absidia (20,7%), Gongronella (13,8%), Backusella e Cunninghamella (10,3%)
(Figura 5). Considerando todos os brejos em conjunto, Cunninghamella
bertholletiae apresentou maior nimero de UFC.g* de solo (16 x 10%), seguida

por Gongronella sp. 2 e por A. cornuta (Tabela 1).

Figura 5 - Porcentagem dos géneros, em relacdo ao numero de espécies, de Mucorales presentes
nos solos dos Brejos da Serra do Jardim, Serra do Vento e Serra do Benedito, PE.
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O solo do brejo da Serra do Benedito apresentou maiores valores UFC.g*
de Mucorales (4,76 x 10* UFC.g %), seguido pelo brejo da Serra do Jardim (3,18
x 10* UFC.g?) e da Serra do Vento (2,5 x 10* UFC.g?) (Tabela 1). No solo do
brejo do Benedito, C. bertholletiae apresentou maior nimero de UFC.g™ de solo
(8,4 x 10%), seguida por G. brasiliensis (5,6 x 10%), A. cylindrospora e G. butleri
(3,6 x 10%) (Tabela 1), enquanto, do solo do brejo da Serra do Jardim, as espécies
que apresentaram os maiores valores de UFC.g™ de solo foram Gongronella sp.
1 (9,8 x 10%), A. cornuta (5,8 x 10%) e C. bertholletiae (2,6 x 10%). Do solo do
brejo da Serra do Vento, C. bertholletiae (5 x 10%), C. elegans (3,6 x 10%) e
Gongronella sp. 1 (2,4 x 10%) foram as espécies com maior nimero de UFC.g™
de solo (Tabela 1).

Absidia repens, B. constricta, B. gigacellularis, L. hyalospora, M.
lusitanicus, M. minutus e M. ramosissimus foram exclusivas do brejo da Serra do
Benetido, enquanto M. luteus e M. merdicola foram isoladas apenas do Brejo da
Serra do Jardim. As outras espécies foram obtidas em, pelo menos, dois dos trés
brejos de altitude inventariados. Apenas doze espéceis foram isoladas dos trés

brejos pernambucanos (Tabela 1).



53

Tabela 1 - Nimero de unidades formadoras de coldnias por grama de solo e riqueza de epsécies de Mucorales isolados de
solos dos Brejos da Serra do Jardim (BSJ), Serra do Vento (BSV) e Serra do Benedito (BSB) — PE.

Areas
Mucorales
BSJ BSV BSB Total

Absidia sp. 2 x 102 2 x 10?
Absidia cornuta D.X. Lima, C.A. de Souza, H.B. Lee & 5,8 x 10° 1,6 x 10° 2,6 x 10° 1x10*
A.L. Santiago
A. caatinguensis D.X. Lima & A.L. Santiago 1,2x 10° 1,2 x10° 2,4 x 10? 4,8 x 10°
A. cylindrospora Hagem 8x10> 1,6x10° 3,6 x 10° 3,6 x 10°
A. pseudocylindrospora Hesselt. & J.J. Ellis 1,2x10°  12x10° 32x10° 56x10°
A. repens Tiegh. 0 0 2 %103 2 %103
Backusella constricta D.X. Lima, C.A.F. de Souza & A.L. 0 0 1x10° 1x10°
Santiago
B. gigacellularis J.I. Souza, Pires-Zottar. & Harakava 0 0 4 x 102 4 x 102
B. lamprospora (Lendn.) Benny e RK Benj. 2 x 10? 0 8 x 10? 1x10°
Cunninghamella bertholletiae Stadel 26x108 5x10° 84x10° 1,6x10*
C.clavata R.Y. Zheng & G.Q. Chen 2 x 102 2 x 108 2 x10° 4,2 x 108
C. elegans Lendn. 1x 102 36x10%  2x10° 6,6 x 103
Gongronella butleri (Lendn.) Peyronel & Dal Vesco 1x 102 0 3,6x10° 4,6 x10°
G. brasiliensis C.A.F. de Souza, D.X. Lima & A.L. 4 x 102 1,2x10°  4x10° 5,6 x 10°
Santiago
Gongronella sp. 1 98x10° 24x10° 3x10° 1,52x10%
Gongronella sp. 2 1,6x10° 12x10° 4x10° 6,8 x 103
Lichtheimia brasiliensis A.L. Santiago, Lima & Oliveira 0 2 x 10? 0 2 x 10?
L. hyalospora (Saito) Kerst. Hoffm., Walther & K. Voigt 0 0 2 x 10? 2 x 10?
Mucor fragilis Bainier 2 x 10? 2 x10° 2 x 10? 2,4 x 108
M. hiemalis Wehmer 2 x 102 2 x 102 0 4 x 102
M. irregularis Stchigel, Cano, Guarro & E. Alvarez 6 x 10? 2 x 10? 0 8 x 10?
M. janseeni Lendn. 0 4 x 10? 4 x 10? 8 x 10?
M. lusitanicus Bruderl. 0 0 1,6x10° 1,6x10°
M. luteus Linnem. 1,6 x 10° 0 0 1,6 x 108

M. minutus (Baijal & B.S. Mehrotra) Schipper 0 0 4 x 102 4 x 102

M. merdicola C.A.F. de Souza & A.L. Santiago 2x10° 0 0 2 x 108

M. ramosissimus Samouts. 0 0 8 x 102 8 x 102

Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. 1,2x10% 8 x10? 1x103 3x10°

Syncephalastrum racemosum Cohn ex J. Schrét. 0 2 x 102 0 2 x 102
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Total 3,18 x 10% 2,5 x 10* 4,76 x 10* 1,04 x 10°
Riqueza 19 17 22

Absidia sp. e Gongronella sp. 1 apresentaram caracteristicas
morfoldgicas e genéticas (regides ITS e LSU do rDNA) que as diferenciam das
outras espécies, sendo, portanto, novas. Gongronella sp. 2. também é
morfologicamente diferente das outras espécies. No entanto, como as analises
moleculares para esse espécime ainda estdo em andamento, ndo se podendo
afirmar com seguranga que se trata de uma nova espécie. Portanto, essa espécie
sera tratada nessa tese como uma provavel espécie nova. Backusela
gigacellularis e M. minutus estdo sendo registradas pela primeira vez para o

nordeste do Brasil.

4.2 FREQUENCIA DE OCORRENCIA, DIVERSIDADE, ABUNDANCIA
RELATIVA, ESTIMADORES DE RIQUEZA E INDICES DE
SIMILARIDADE DOS MUCORALES EM SOLO DOS BREJOS DE
ALTITUDE DE PERNAMBUCO

Dentre os isolados, nas trés areas de coleta, Cunninghamella bertholletiae
apresentou a maior frequéncia de ocorréncia (FO = 11,1%), sendo muito
frequente no solo das areas de coleta, seguida por Gongronella sp. 1 (FO = 10%)
e por A. cornuta (FO = 9%), ambas frequentes. Absidia cornuta, A.
caatinguensis, A. pseudocylindrospora, Gongronella sp. 2 e R. stolonifer foram
frequentes. Absidia cylindrospora, C. elegans, C. clavata, B. constricta, B.
lamprospora, G. brasiliensis, G. butleri, M. irregulares, M. hiemalis, M.
merdicola, M. ramosissimus, M. lusitanicus, M. luteus e M. fragilis foram pouco
frequentes, enquanto A. repens, B. gigacellularis, M. jansennii, M. minutus, L.
brasiliensis, L. hyalospora e S. racemosum foram raras (Tabela 2).

Em relacdo a abundancia relativa dos Mucorales, com relacdo ao total de
espécimes de fungos, considerando todas as areas de coleta em conjunto, apesar
de todas as espécies apresentarem valores baixos, C. bertholletiae (Ar = 1,56%),

Gongronella sp. 1 (Ar = 1,48%) foram as mais abundantes, sendo comuns no
solo das areas de brejo aqui estudadas. Absidia cornuta (0,98%), A.

cylindrospora (0,59%), A. pseudocylindrospora (0,55%), C. elegans (0,64%) e

G. brasiliensis (0,55%) foram ocasionais nas areas de estudo, enquanto todas as
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outras espécies foram raras (Tabela 2). No que se refere a abundéncia relativa

das espécies, com relacdo apenas aos taxons de Mucorales, e, considerando todas

as areas em conjunto, C. bertholletiae também foi mais abundante (19%),

seguida por Gongronella sp. 1 (18,0%), A. pseudocylindrospora (10%) e C.

elegans (8%) (Figura 6).

Tabela 2 - Frequéncia de ocorréncia (FO) e abundéncia relativa (AR) dos Mucorales (considerando
todas UFCs de fungos que cresceram em meio de cultura), nos solos dos brejos das Serra do Jardim,

do Vento e do Benedito — PE.

Mucorales FO (%) Classificacdo AR (%)
Absidia sp. 0,6 R 0,02
Absidia cornuta 9 F 0,98
A. caatinguensis 6,2 F 0,47
A. cylindrospora 4,1 PF 0,59
A. pseudocylindrospora 55 F 0,55
A. repens 0,6 0,20
Cunninghamella bertholletiae 11,1 MF 1,56
C. elegans 4,5 PF 0,64
C. clavata 1 PF 0,42
Backusella constricta 1 PF 0,10
B. gigacellularis 0,6 R 0,04
B. lamprospora 1,3 PF 0,10
Gongronella brasiliensis 2 PF 0,55
G. butleri 2 PF 0,45
Gongronella sp. 1 10 F 1,48
Gongronella sp. 2 52 F 0,66
Lichtheimia brasiliensis 0,3 R 0,02
L. hyalospora 0,3 R 0,02
Mucor jansennii 0,6 R 0,08
M. irregulares 1,7 PF 0,08
M. hiemalis 1,3 PF 0,04
M. merdicola 2 PF 0,20
M. minutus 0,6 R 0,04
M. ramosissimus 1 PF 0,08
M. luteus 2 PF 0,16
M. lusitanicus 1,3 PF 0,16
M. fragilis 1 PF 0,23
Rhizopus stolonifer 3,4 F 0,29

Classificacdo
R

’ X©®VWXIV XV XV OV XV IV U XV U UV OV O DOV O VW XIVTW>HWV®W VWO OB W O O WO
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Syncephalastrum racemosum 0,3 R 0,04 R

Para abundancia relativa das espécies: R - rara, O - ocasional, C - comum, A - abundante. Para frequéncia de
ocorréncia das espécies: MF - muito frequente, F — frequente, PF — pouco frequente e R — rara.

Figura 6 - Abundancia relativa das espécies de Mucorales em relacdo total de espécimes dessa
mesma ordem, ao longo de oito coletas em trés regides de brejo situadas no estado de Pernambuco:
brejo Serra do Benedito - Gravata (BSB); brejo Serra do Jardim - Agrestina (BSJ); e brejo Serra do
Vento — Belo Jardim (BSV).
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A diversidade de Mucorales foi maior no brejo da Serra do Benedito (H’=
2,991), assim como a riqueza de espécies (S = 22), sequidas pelo brejo da Serra
do Vento (H’=2,636; S = 17) e Serra do Jardim (H’=2,497; S = 19). De acordo
com a analise de variancia (ANOVA) e a comparacdo das médias do teste de
Tukey (p= 0,05), ndo houve diferengas significativas na riqueza e diversidade
das espécies entre os solos dos brejos da Serra do Jardim e Serra do Vento
(Tabela 6). No entanto, a riqueza e diversidade de Mucorales no solo do brejo da

Serra do Benedito diferiram significativamente das encontradas nos solos dos
demais brejos estudados. A equitabilidade foi maior na Serra do Benedito (J’=

0,92), mas proxima da equitabilidade os brejos da Serra do Vento (J’= 0,89) e
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Serra do Jardim (J’= 0,84) (Tabela 3). Os estimadores Chao 1 e Jacknife 1
indicaram que, em todos os brejos estudados, a riqueza observada foi inferior a
esperada (Tabela 4, Figuras 7, 8 e 9).

Tabela 3 - Riqueza (S), indice de diversidade de Shannon Wiener (H’) e equitabilidade de
Pielou’s dos Mucorales no solo dos brejos das Serras do Jardim (BSJ), do Vento (BJV) e do
Benedito (BSB). Os valores seguidos de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p = 0.05).

Areas S H' J

BSJ 19a 2.497 a 0,848
BSV 17 a 2.636a 0,8953
BSB 22b 2.991b 0,9292

Tabela 4 - Riquezas observada (Sobs) e estimada pelos estimadores Chao 1 e Jacknife 1 das
comunidades de Mucorales nos brejos da Serra do Jardim (BSJ), Serra do Vento (BSV) e Serra
do Benedito (BSB).

Areas Sobs Chao 1 Jacknife 1
BSJ 19 22,3 24
BSV 17 20,5 23

BSB 22 26,2 29
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Figura 7 - Estimadores de riqueza Chao 1 e Jacknife 1 de Mucorales no solo do Brejo da Serra
do Jardim, PE.

—4#—Sobs —#—Jacknifel ==&—Chaol

N N w
o wu o

=
o

NUMERO DE ESPECIES
=
wn

AMOSTRAS

Figura 8 - Estimadores de riqueza Chao 1 e Jacknife 1 de Mucorales no solo do Brejo da
Serra do Vento, PE.
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Figura 9 - Estimadores de riqueza Chao 1 e Jacknife 1 de Mucorales no solo do Brejo da
Serra do Benedito, PE.
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Quanto a analise de similaridade de Bray-Curtis, houve elevadas
similaridades da composicdo dos Mucorales entre as areas em estudo, sendo mais
similares os brejos das Serras do Jardim e do Vento (75,76%), seguidos pelos brejos
das Serras do Benedito e do Vento (70,81%) e pelos os brejos das Serra do Benedito
e do Jardim (69,36%) (Tabela 5).

Tabela 5 - Andlise de similaridade de Bray-Curtis da composi¢do dos Mucorales dos solos dos
brejos da Serra do Jardim, Serra do Vento e Serra do Benedito, PE

BSJ BSV BSB
BSJ -

BSV 75,76% - -
BSB 69,36% 70,81% -
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Figura 10 - Dendograma de Similaridade de Bray-Curtis entre os brejos da Serra do Jardim
(BSJ), do Vento (BSV) e Benedito (BSB).
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A analise NMDS, com base na dissimilaridade de Bray-Curtis, analisando
a composicdo dos Mucorales nos brejos inventariados, ao longo dos oito meses
de coleta, demonstrou que a distancia geogréafica entre as areas nao influénciou
na composi¢cdo dos Mucorales. No entanto, as variaveis temperatura e
precipitacdo apresentaram correlac6es positivas significativas na distribuicéo e
composicao das espéecies de Mucorales nas areas inventariadas (Figura 10).
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Figura 11 - Escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) com base na matriz de
dissimilaridade de Bray-Curtis explicando modelo de dispersdo das espécies de fungos em trés
regides de brejo situadas no estado de Pernambuco: brejo Serra do Benedito - Gravata (BSB);
brejo Serra do Jardim - Agrestina (BSJ); e brejo Serra do Vento — Belo Jardim (BSV). O ndmero
no interior dos circulos representa a ordem da coleta.
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O modelo de similaridade (Figura 12) apresentou um padrdo semelhante
ao observado na analise anterior (Figura 11). Os resultados apresentam o
agrupamento das espécies em concordancia com as variaveis pluviosidade e
temperatura, demonstrando que B. gigacellularis, B. lamprospora, L.
brasiliensis, M. hiemalis e M. ramosissimus agruparam-se, provavelmente, pela
influéncia da umidade, ocorrendo o mesmo para Gongronella sp. 2, M.
irregulares, M. lusitanicus e R. stolonifer, mas com variavel temperatura como
fator significativo, corroborando a hip6tese que as variaveis temperatura e
pluviosidade influenciam a distribuicdo das espéciesde Mucorales nas areas

estudadas.
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Figura 12 - Dendrograma de similaridade Euclidiana entre as espécies flingicas. O agrupamento
foi feito com base no método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean),

baseado na ocorréncia das espécies sob diferentes condi¢Ges de coleta e localizagéo.
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Em relacdo aos indices de Alpha diversidade, por coleta, estatisticamente,
ndo foram observadas diferencas significativas entre as areas e o periodo de
coleta (Tabela 6). Quando analisadas as Alpha, Beta e Gamma diversidades, por
area de coleta, o maior indice de Alpha diversidade foi observado no brejo da
Serra do Benedito (BSB) (Tabela 7A), enquanto, para a diversidade Beta, o maior
indice foi observado para o brejo da Serra do Vento (BSV) (Tabela 7A), enquanto
a diversidade Gamma apresentou-se maior no Brejo da Serra do Benedito (BSB)
(Tabela 7A). Os valores de diversidades Alpha, Beta e Gamma calculados por
coleta demostraram maior Alpha diversidade na coleta 8 (C8) (Tabela 7B),
enquanto maiores valores de Beta foram verificados nas coletas 3 e 8 (C3 e C8).
Com relacdo a diversidade Gamma (Tabela 7B), o maior indice foi observado
para a coleta 8 (C8) (Tabela 7B).

Tabela 6 - Principais indices de Alpha diversidade por coleta individual
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2.71
2.22
1.97
1.63
2.00
2.18
2.53
1.93
2.00
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0.85
2.06
2.11
1.93
2.18
2.03

1.01
1.91

2.04

1.27
1.13
1.86
0.50
2.46
1.13
1.74
0.00
1.73
1.57
1.82
1.63
1.63
1.56
1.72
0.00
1.82
1.75
1.35
1.43
1.20
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0.61
0.81

0.85

0.69
0.49
0.82
0.32
0.89
0.54
0.82
0.00
0.79
0.76
0.79
0.78
0.78
0.73
0.78
0.00
0.82
0.80
0.69
0.74
0.60

* Estatisticamente ndo foram observadas diferencas significativas entre locais ou coletas.
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Tabela 7 - Alpha, Beta e Gamma diversidade calculados por localidade e coleta. RegiGes: brejo
Serra do Benedito - Gravata (BSB); brejo Serra do Jardim - Agrestina (BSJ); e brejo Serra do
Vento — Belo Jardim (BSV).

A) LOCAL

Alpha Beta Gamma
BSB 7.5 2.3 25.0
BSJ 5.9 2.4 20.0
BSV 55 2.5 19.0
B) COLETA

Alpha Beta Gamma
C1 5.3 1.1 11.0
C2 1.7 0.6 12.0
C3 3.7 1.5 9.0
C4 6.0 1.2 13.0
C5 6.7 1.1 14.0
Cé6 7.3 1.2 16.0
Cc7 4.3 0.8 8.0
c8 9.3 1.5 23.0

* Relacionadas a dimens&o amostral e localizacdo geografica dos habitats.

4.3 TAXONOMIA

4.3.1 Absidia sp. 1 A.L.S.M Alves, T.R.L Cordeiro & A.L. Santiago, sp. nov.
Figura 13

Influéncia da temperatura - A 15 ° C: auséncia de crescimento. A 20 ° C:
crescimento lento , boa esporulacdo (7,6 cm de didm. em 6 dias). A 25 °C:
crescimento (8,3 cm de didm. em 6 dias) e esporulacdo 6timos. A 30 °C:
crescimento um pouco mais rapido do que a 25 °C (8,4 cm de diam. em 6 dias),
boa esporulacdo. A 35 ° C: auséncia de crescimento, O crescimento das col6nias

no MEA foi semelhante ao em BDA em todas as temperaturas testadas.

Material examinado: Brasil, Pernambuco, brejo da Serra do Jardim (08°23'18"S

036°00'30"W) em solo, 14 de agosto de 2019, perna. A.L.S.M Alves
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Figura 13 — Absidia sp. 1. A. Esporangioforo simples com esporangio. B. Esporangi¢foro
simples com columela e proje¢do na columela. C. Esporangioforos longo e curtos surgindo do
estoldo com columelas. D. Esporangi¢foro com ramificagdo simples e columelas. E.
Esporangioforos surgindo do estoldo. F. Esporangiéforo simples com um inchaco. G. Rizbides.

H. Esporangiosporos.
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Figura 14 - Arvore filogenética de Absidia sp. CSM55 TL498 e espécies relacionadas com base
na andlise de méaxima verossimilhanca (ML) para LSU rDNA. Valores de bootstrap para maxima
verossimilhancga igual ou superior a 70% e probabilidades posteriores Bayesianas posteriores
(BYPP) iguais ou superiores a 0.90 sdo mostrados nos ramos. Os valores de bootstrap inferiores a
0.9 e 70% sao marcados com “*” e ausentes sdo marcados com “-”. As cepas do tipo, isotipo e
neotipo sdo marcadas com “T”, “IT” e “NT”, respectivamente. A cepa do estudo atual é mostrada
em azul e negrito. Cunninghamella phaeospora CBS 692.68 e Cunninghamella vesiculosa CBS

989.96 foram usados como grupos externos.

Cunninghamella phoeospora CBS 692 68 NT

1004 Crnminghomello vesicilosa CBS 98996 T
Absidia cunecsspora CBS 102,59
WL g pyiclia cuncospora CBS 101.59 T
Hafieromyces raciatus CBS 16275 T
mEEb.wcﬁu heterospora CBS 101.29 T
f rond Absicia cvlindrospora var. rhizomorpha CBS 15363 T

Absidia glavea CBS 10048
10001 _qpsidia glouea CBS 10108 T

Chlanydoabsidia padenii CBS 17267 T

10071 100/1
Absidia califiraica CBS 31478
H0/0).94]
AAbyiclia macrospora FSU4746
10071
wen T Absidice macrospora CBS 69768 T
1001 SROS2 Absidia coernlea CBS 10408

YO0 gbsicia coerulea CBS 102,28

Absidia fusea CBS 10235 T

Absidia psvehrophilic CBS17268 T

oo Ehwa’ru pararepens CCF 6352
Absidicr repens CBS 115583 IT

Absidicr cvlindrospora var. evlindrospora CBS 10008

RARUAL Absidia panacisoli SYPF 7183 T

20090 Absidia spinosa var, spinosa CBS 106,08

2371 — Ahsidia pernambucoensis TUTRM 7219 T

991 Abxidia pyeucocviimdrospora CBS 10062 T
oo Absiclia stercoraric EML-DGE-1T

22 Absicia koreea EMLAIFS45-1 T

20r1] Absidic cornuta RVO 2019 T

RE/0.90° Abgidic saloaensis URM 8209 T

Absidic sp. CSM55 TL498

Absiclia cyiindrospora var. nigra CBS 12768 T

72/0.99 —— Absichia coatinguensis URM 7156T

Absiclia findoensis CNUFC-PTI1-1 T

9971

Tt Abxiddia bonitoensis URM 7880T
Absidic multispora URM 8210 T

10041

Absiclia anomala CBS 125.08 T

Scale: 0.1
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4.3.2 Gongronella sp. 1 A.L.S.M Alves, L.W.S Freitas & A.L. Santiago, sp. nov.
Figura 15

Influéncia da temperatura - A 10 °C: auséncia de crescimento. A 15 °C:
crescimento lento e esporulacdo pobre (1,5 cm de didmetro em 7 dias). A 20 °
C: crescimento lento, embora mais rapido do que a 15 °C (3,9 cm de diam. em
7 dias), boa esporulacdo. A 25 ° C: crescimento e esporulacdo 6timos (6,3 cm
de didm. em 7 dias). A 30 °C: crescimento mais lento do que a 25 °C (5,5 cm
de didm. em 7 dias), com maior frequéncia de esporangios abortivos e boa
esporulacdo. A 35 ° C: auséncia de crescimento e esporulagdo. O crescimento
no MEA foi semelhante ao do BDA em todas as temperaturas testadas.

Material examinado: Material examinado - Brasil, Pernambuco, brejo da Serra
do Jardim (08°23'18"S 036°00'30"W) em solo, 14 de agosto de 2019, perna.
A.L.S.M Alves

Figura 15 - Gongronella sp. 1. A. Esporangi6foro ndo ramificado com esporangio. B.
Esporangi6foro ndo ramificado com columela. C. Espordforo com ramificagdo simples. D.
Esporangiosporos.
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Figura 16 - Arvore filogenética (ITS rDNA) de Gongronella sp. 1 e espécies relacionadas com
base na analise de verossimilhanga. Os valores de suporte > 70% mostrados nos nos sdo das
analises maxima verossimilhanca e de bayesiana, respectivamente. Valores de suporte inferiores
a 0,95 e 70% estdo marcados com “*”. As barras indicam o nimero de substituicdes por posigao.
Sequéncias obtidas nesse estudo estdo marcadas em azul. Saksenaea vasiformis CBS 133.90 esta
sendo usada como grupo externo.

100/iGongronella guangdongensis LC19954 KC462739
99/0.99 Gongronella guangdongensis LC1995 KC462740
964" Gongronella lacrispora CBS 244.62 MH858146
— Gongronella koreana EML-TS2Bp KP636529
99/0,99 mu+ Gongronella sichuanensis GZUIFR-H25.4.1 MK813373
Gongronella sichuanensis GZUIFR-H25.4.2 MK813374
99/0.9p| Gongronella orasabula EML-QF12-2 KT936270

-

-

?7/*/‘ Gongronella orasabula EML-QF12-1 KT936269

74/}
99/Q.99 [ 1100/% o n aronelia brasiliensis URM7487 KY114930
Gongronella butleri CBS 415.67JN206288

_‘lGongroneﬂa brasiliensis URM7488 KY114931

95/0.9

Gongronella butleri CBS 102.44 JN206284
Gongronella butleri CBS 216.58 JN206285

Gongronella lacrispora ATCC 24412 GU244498
| Gongronella sp. 1. clone 2
99 Gongronella sp. 1. clonel

— Saksenaea vasiformis CBS 133.90 JN206283
0.020

/1]
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4.3.3 Backusella gigacellularis J.I. de Souza, Pires-Zottarelli e Harakava,
Mycol. Progr. 13: 976 (2015).
Figura 17

Coldnias branco-amareladas, reverso amarelo, colonizando toda a placa de Petri
(9 cm de didmetro e 1,5 cm de altura) em 5 dias, a 25 °C, em AEM.
Esporangidforos hialinos, alguns com conteddo marrom-esverdeado, surgindo
do substrato, recurvados, quando jovens, e eretos na maturidade, até¢ 20 um de
didm., monopodialmente ramificados, comumente com ramificagdes curtas, e
parede levemente incrustada. Esporangios amarronzados, globosos, com parede
lisa e deliquescente, até 130 um de diametro. Columelas hialinas, algumas com

contetdo castanho, globosas, subglobosas, conicas e levemente cilindricas, 20—

40 (-50) x 20— 45 um, com parede levemente incrustada; colar comumente
presente, exibindo espinhos em forma de agulha. Esporangiolos hialinos,
multiesporados, decorrentes de pedicelos, globosos a subglobosos, de 9,6-30 um
em diam., com parede equinulada. Esporangiolos uniesporados ausentes.
Columelas dos esporangiolos hialinas, conicas e ocasionalmentes globosas, 7—
12 (-14) x 15-30 um, com parede lisa. Esporangiosporos hialinos, elipsdides,
irregulares, alguns subglobos (9-) 16-33 (-45) x (7-) 9-17 (—20) um, com gotas
de Oleo e parede lisa. Células gigantes presentes, globosas. Zigosporose

clamidosporos nao observados.

Material examinado: Backusella gigacellularis. BRASIL. Pernambuco:
Gravata, Serra do Benedito (08°17'58" S 35°3529" W), solo, A.L.S.M. Alves
(URM 7894).

Distribuicdo: Séo Paulo e Pernambuco, Brasil.

Notas: Este é o segundo relato mundial e o primeiro relato dessa espécie para o

nordeste do Brasil, em brejo de altitude, na regido semiarida.
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Figura 17- Backusella gigacellularis (URM 7894). A. Esporangiéforo ndo ramificado com
esporangio. B. Esporangiéforo ndo ramificado com columela e colar. C. Espordforo
simpodialmente ramificado contendo apenas esporangiolos. D. Esporangiosporos. E. Células
gigantes.
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4.3.4 Mucor minutus (Baijal & B.S. Mehrotra) Schipper, Stud. Mycol. 10: 24
(1975)

Figura 18
Coldnias primeiramente brancas, tornando-se e cinzas, colonizando toda a placa

de Petri (9 cm de didmetro e 1,5 cm de altura) em cinco dias, a 25°C em AEM.
Esporangidforos longos e curtos comuns. Esporangiéforos longos com até 19 um
de didmetro, com ramificacbes monopodiais e simpodiais. Esporangios escuros,
com até 160 um de diametro, ligeiramente equinulados. Columelas hialinas,
obovoides, globosas, infrequentemente conicas e aplanadas, 2565 (— 85) x 25—
80 (-95) um. Esporangi6foros curtos hialinos, com parede lisa 4,8-9,7 (-12) um
de didmetro, repetidamente simpodialmente ramificados. Columelas conicas e
subglobosas, hialinas e com parede lisa 9,8— 19,5 (-36,5) xx 7,5 —9,7 (-25) um
de diametro. Esporangiosporos hialinos com parede lisa, subglobosos para
elipsoidais, 2,4-4,85 (—7,3) um de didmetro. Zigosporos e clamidosporos ndo

visualizados.

Material examinado: Mucor minutus. BRAZIL. Pernambuco:
solo, A.L.SM. Alves (URMB8362)

Distribuicdo: S&o Paulo e Pernambuco, Brazil. E o primeiro registro para o

nordeste do Brasil.
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Figura 18 - Mucor minutus (URM 8362). A. Esporangi6foro com esporangio. B. Esporangio
com columela e esporangiosporos. C. Esporangioforo com columela. D, E, F. Esporangi6foro
ramificado. G. Esporangiosporos.
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Figura 19- Arvore filogenética (ITS rDNA) de Mucor minutus e espécies relacionadas. Os valores
de suporte sdo para analise de verossimilhanga. Mucor amphibiorum foi usado como grupo
externo. A sequéncia obtida nesse estudo esta em negrito.

Mucor amphibiorum HM999957/CBS 763.74
Mucor flavus JN206051/CBS 234.35
—— Mucor flavus JN206067/CBS 992.68

100 | # Mucor aligarensis JN206056/CBS 993.70

Mucor aligarensis JN206057/CBS 244.58

+— Mucor flavus JN206070/CBS 681.73
Mucor flavus JN206063/CBS 893.73

100
1Mucor flavus JN206062/CBS 893.73

|94 Mucor saturninus JN206072/CBS 974.68
100

Mucor saturninus JN206074/CBS 598.78

Mucor minutus MW436702/URM 8362

100/ | Mucor minutus JN206048/CBS 586.67

Mucor minutus NR_152958/CBS 586.67
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5 DISCUSSAO

As estimativas do nimero de espécies de fungos em uma escala global
previram entre 712.000 a 13,2 milhdes de espécies (HAWKSWORTH 1991,
2001; SCHMIT & MUELLER, 2007, BLACKWELL, 2011; WU ET AL., 2019).
Hawksworth & Lucking (2018) estimaram entre 2,2 e 3,8 milhdes de espécies de
fungos, das quais apenas 135.110 foram descritas até 2019 (Catélogo da Vida:
http://www.catalogueoflife.org/annual-checklist/2019/). Lamentavelmente,
considerando o nimero limitado de taxonomistas de fungos em todo o mundo e
a taxa média de 2.000 espécies descritas por ano (HAWKSWORTH &
LUCKING, 2018), a tarefa de catalogar todas as espécies de fungos pode levar
aproximadamente 1.430 anos (LUCKING et al., 2020), o que torna urgente o
trabalho de taxonomistas para descreverem o maior nimero de espécies possivel
antes que esses taxons sejam extintos.

N&o ha duvidas de que a maioria das espécies de fungos conhecidas
pertence aos filos Ascomycota e Basidiomycota, com apenas uma pequena
porcentagem de espécies de fungos basais descritas, incluindo as pertencentes a
ordem Mucorales (www.indexfungorum.org). Essas espécies estdo distribuidas
em todo o globo terrestre, com diferencas em seus padrdes de distribuicdo
(HAWKSWORTH, 2001). As regides tropicais possuem elevada biodiversidade
de organismos, principalmente de fungos (HYDE, 1997), e Hawksworth &
Licking (2018) chamaram a atencédo para espécies ndo descritas que podem ser
isoladas de “hot spots” tropicais, pelo fato dessas areas serem pouco estudadas e
por abrangeram espécies cripticas, que, por serem imperceptiveis a olho nu,
acabam sendo negligenciados.

Em se tratando dos Mucorales, os estudos sobre a diversidade das
espécies sdo fragmentados, e, no Brasil, 77 espécies desssa ordem foram
reporadas (Flora do Brasil, 2020). Em se tratando de um pais tropical, e, se
considerando 0 nUmnero de espécies reportadas para o pais, parece 6bvio que a
riqueza de espécies conhecida para essa ordem nos dominios brasileiros esteja
subestimada. Para os brejos de altitude nordestinos foram registrados 37 taxons
em brejos da Paraiba e de Pernambuco (SANTIAGO et al., 2013; CORDEIRO,
2014; ALVES, 2016; TIBPROMMA et al., 2017; DE SOUZA et al., 2018;
LIMA, 2018b; DE SOUZA, 2019).

No presente trabalho, foram isolados 29 tdxons de Mucorales do solo dos

brejos das Serras do Jardim (Agrestina), do Vento (Belo Jardim) e do Benedito


http://www.catalogueoflife.org/annual-checklist/2019/)
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(Gravatd), contribuindo para o conhecimento sobre a diverdsidade e riqueza
desses fungos no Brasil, mais especificamente, nos brejos nordestinos. A maioria
das espécies citadas nesse trabalho foram reportadas por outros autores no Brasil
(SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 1996; SCHOENLEIN-CRUSIUS &
MILANEZ 1997, 1998; SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2006; SANTIAGO et
al., 2013; ALVES, 2016; LIMA et al., 2017; DE LIMA, 2018; LIMA, 2018b;
DE SOUZA, 2019). Entretanto, esse estudo apresenta duas espécies novas
(Absidia sp. e Gongronella sp. 1), uma provavel espécie nova (Gongronella sp.
2) e dois novos novos registros para o Nordeste do Brasil: Backusella
gigacellularis e Mucor minutus.

O género mais representativo neste estudo foi Mucor, como foi reportado
como de souza (2019), em outras areas de brejos de altitude. Esse resultado era
esperado, tendo em vistra que Mucor abriga aproximadamente 90 espécies, sendo
esse 0 género de Mucorales com o maior numero de espécies validas
(WIJAYAWARDENE et al., 2018), e, assim como todos os géneros isolados
nesse trabalho, é comum em solo (LIMA, 2018b; SANTIAGO et al., 2013; DE
SOUZA, 2019). No entanto, destaca-se, M. merdicola, que, até o presente,
apenas havia sido isolada de excrementos de Bos taurus, da raca holandesa, em
um area de caatinga no nordeste (LI et al., 2016), sendo esse 0 primeiro registro
dessa espécie em solo e em brejos de altitude. Absidia foi segundo género mais
representativo em niimero espécies, sendo esse o segundo género em nimero de
espécies descritas (20 spp.) dentro dessa ordem, cujos representantes também sao
comuns em solo (LIMA et al., 2020).

Absidia cylindrospora, A. pseudocylindrospora, A. repens, C. elegans, R.
stolonifer, M. hiemalis, M. circinelloides, M. luteus e M. lusitanicus, isoladas
nesse trabalho, foram isoladas do solo de areas de Mata Atlantica do estado de
Séo Paulo, na cidade de Cubatédo, e em solos contaminados por metais toxicos,
em Santa Gertrudes (TRUFEM 1981; SIMOES; TAUK- TORNISIELO 2005;
SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2006; DE SOUZA et al., 2008). Absidia
cylindrospora, C. elegans, Gongronella butleri, Lichtheimia brasiliensis, M.
circinelloides, M. hiemalis, M. luteus, 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 A. caatinguensis, A. cornuta, A.

cylindrospora, B. constricta, B. lamprospora, B. gigacellularis, G. brasiliensis,
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M. irregulares, R. stolonifer, A. pseudocylindrospora, C. clavata, C.
bertholletiae, G. butleri foram citadas em solo de brejos de altitude (SANTIAGO
et al., 2013; DE SOUZA et al., 2014; ARIYAWANSA et al., 2015; DE SOUZA
et al., 2016; ALVES, 2016; ALVES et a., 2017; TIPBPROMMA et al., 2017
LIMA, 2018; DE SOUZA et al., 2019; LIMA et al., 2020). No entanto, a presenca
duas espécies de Lichtheimia, mesmo com baixo nimero de UFCs, nos solos de
duas areas, é inesperada, tendo em vista que se trata de um género cujas espéecies
sdo termotolerantes, com 6timo crescimento entre 35 e 53 °C (HOFFMANN et
al., 2007; SANTIAGO et al. 2014), e que tém sido comumente isoladas em areas
semiaridas no Brasil (CAVALCANTI et al., 2006; SANTIAGO & SOUZA-
MOTTA, 2006; SANTIAGO et al., 2014; LIMA et al., 2016). De toda forma, o
baixo numero de UFCs dessas espécies pode ser explicado pela preferéncia das
mesmas por ambientes com maiores temperatus medias, como o observado por
de Souza (2019). Syncephalastrum racemosum e Rhizopus stolonifer também
podem crescer em temperaturas mais elevadas, mas tém sido comumente
isolados de areas de Mata Atlantica e de brejos de altitude, no Brasil (Flora do
Brasil, 2020).

A riqueza de espécies de Mucorales verificada nesse estudo foi menor do
que a citada por de Souza (2019) e por Lima (2018b), em que o primeiro autor
reportou 45 espécies nas amostras de solo dos brejos da Serra do Bituri,
Taquaritinga do Norte e Sitio Carro Quebrado (PE), enquanto o segundo isolou
38 espécies de Mucorales de solo dos brejos da Serra de Bonito e do Sitio da
Palmeira, localizados nos municipios de Bonito e Camocim de Séo Félix (PE),
respectivamente. No entanto, a riqueza observada nesse estudo foi semelhante a
reportada por Alves (2016), que isolou 25 taxons de Mucorales dos brejos
pernambucanos da Serra dos Cavalos, Serra do Jenipapo e Serra Negra. Mais
estudos sdo necessarios para o0 entendimento sobre essas diferencas de riqueza
encontradas. No entanto, é possivel que diferencas nas metodologias de
amostragem, épocas do ano em que as coletas foram realizadas, bem como o0s
fatores bidticos a abidticos de cada area tenham influenciado na riqueza de
fungos mucoraceos e expliquem as diferencas reportadas entre esse estudo e 0s
supracitados.

Nos solos dos brejos de altitude inventariados, C. bertholletiae
apresentou 0 maior nimero de UFC.g?' de solo, em concordancia com os

resultados obtidos por Lima (2018b), que, verificou que, no solo da do brejo da
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Serra de Bonito, C. bertholletiae também apresentou maior niimero de UFC.g™
de solo. Da mesma forma, de Souza (2019) reportou C. bertholletiae como uma
das espécies com maior niimero de UFC.g™ de solo. Tais dados sugerem que essa
espécie apresenta prevaléncia nos solos de brejos de altitude (pelo menos, nos
inventariados nesse estudo e pelos autores supracitados) e que esses brejos
podem possuir caracteristicas na composicao do solo semelhantes, e também por
estarem localizados todos no agreste de Pernambuco (TABARELLI et al., 2005;
RODRIGUES et al., 2008; CRUZ et al., 2013). Essa espécie também foi a Gnica
muito frequente (FO = 11,1) e uma das poucas comuns (AR: 1,56) nos solos dos
brejos. A elevada frequéncia de C. bertholletiae em solo foi também notificada
por Lima (2018b), em estudo sobre a diversidade de Mucorales em duas areas de
brejos de altitude de Pernambuco, que verificou as maiores frequéncias para
Absidia sp. e C. bertholletiae, corroborando os nossos resultados. De Souza
(2019) isolou, nos brejos da Serra do Bituri, de Taquaritinga do Norte e do Sitio
Carro Quebrado, pertencentes aos municipios de Brejo da Madre de Deus,
Taquaritinga do Norte e Triunfo, respectivamente, como espécies mais
frequentes, G. butleri, Absidia sp. 1, A. caatinguensis e C. bertholletiae. No
entanto, contrapondo os dados obtidos nesse estudo, Santiago et al. (2013)
reportaram C. echinulata var. echinulata como a mais frequente, seguida por A.
cylindrospora var. cylindrospora e Lichtheimia hyalospora, no solo do brejo de
altitude de Triunfo - PE. Assim como Alves (2016), que isolou com mais
frequéncia G. butleri, Cunninghamella sp. 1 e C. elegans.

Quanto a abundancia relativa dos Mucorales nos brejos estudados, apenas C.
bertholletiae e Gongronella sp.1 foram comuns, equanto a maioria das espécies
foram raras, com algumas ocasionais. Resultado similar foi obtido por Lima
(2018b), em que C. bertholletiae também foi um dos isolados mais abundantes
isolados em seu estudo em brejos de altitude de Pernambuco, e por de Souza
(2019), quando, dentre seus isolados, reportou C. bertholletiae como uma das
espécies mais abundantes. Cunninghamella bertholletiae € comum em solo e tem
sido isolada desse substrasto em em diferentes paises, inclusive em areas
tropicais. Interessante notar que essa espécie suporta temperaturas elevadas de
até 43°C (Zheng & Chen, 2001), maiores do que as registradas nos brejos de
altitudes inventariados até o presente.

Os resultados mostraram que os indices de riqueza e diversidadede
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Mucorales nos brejos das Serras do Jardim (S= 19; H’= 2,497) ¢ do Vento (S=
17; H’= 2,636) foram estatisticamente iguais, mas os da Serra do Benedito (S=
22; H’= 2,991) foram significativamente maiores (Tabela 3). Isso mostra que
embora as areas sejam semelhantes quanto a altitude, temperatura e precipitacdo
medias anual, cada uma comporta uma estrutura microbiana Unica. De fato, o
grau de similaridade entre os brejos da serra do Jardim e do Vento foi o maior
(75,76%) (Tabela 5), com a estrutura da comunidade fangica na Serra do
Benedito se distinguido ligeiramente das demais (Tabela 5, Figura 10). De Souza
(2019) desmonstrou indicadores de diversidade de Mucorales equivalente entre
solos da Serra do Bituri (Brejo da Madre de Deus - PE) ( S= 28, H’ =2,763) e
Brejo de Taquaritinga do Norte (Taquaritinga do Norte - PE) ( S= 28, H’=
2,561). O mesmo foi corroborado por Lima (2018b) em um estudo nas areas de
brejos da Serra de Bonito (Bonito - PE) e do Sitio da Palmeira (Camocim de S&o
Félix- PE). Embora o conhecimento sobre a ecologia dos Mucorales em brejos
de altitude ainda seja escasso, observa-se que a estrutura das comunidades e a
diversidade desse grupo de fungos em algumas areas de brejo podem variar em
maior ou menor grau (dados ainda ndo publicados). Pelo menos para alguns
ecossistemas da Mata Atlantica, Lima (2020) mostrou que o pH do solo foi
responsavel por 53,32% e 47,24% da variacdo da riqueza e abundancia de
Mucorales em solos desse dominio, concluindo que esse € o atributo mais
importante na delimitacdo da estrutura das comunidades de Mucorales na areas
inventariadas. Infelizmente, nés ndo temos os dados de pH das nossas amotras
para comparacdo, mas foi verificado nesse estudo que a temnperatura e a
precipitacdo influenciam a distribuicdo de Mucorales nas areas estudadas nesse
trabalho.

De fato, a analise da composicao dos Mucorales nos brejos inventariados,
realizada pelo NMDS, demonstrou que a distribuicdio dos fungos é
principalmente influenciada pela temperatura e precipitacdo, corroborando os
estudos realizados na Europa, com fungos decompositores de madeira, que
demonstram que um dos mais importantes motores da estrutura da comunidade
de fungos, em escala geografica, sdo fatores climaticos (Heilmann-Clausen et al.,
2014). Esses mesmos fatores exerceram influéncia direta no estudo de Xavier et
al. (2018), em que foi observado que a distribuicdo dos fungos poroides foi
principalmente relacionada a precipitagdo anual e a temperatura. O modelo de

similaridade Euclidiana vem por sua vez ratificar essa afirmacdo, demonstrando
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que as espécies com maior similaridade se agrupam em concordancia com a
pluviosidade e temperatura, indicando que esses dois fatores influenciam na
distribuicdo das espécies de Mucorales nas areas em estudo. No entanto, devese
considerar que a analise NMDS ndo evidenciou a influéncia da distancia
geografica dos brejos com relacéo a distribuicdo do Mucorales. Segundo Santos
& Tabarelli (2006), a proximidade geogréfica nem sempre explica o padréo de
distribuicdo das espécies de plantas nem a semelhanga floristica entre diferentes
localidades em brejos de altitude.

De acordo com as teorias de Whittaker (1960) e Magurran (2004), a
diversidade alfa (o) ou diversidade local é o numero total de espécies
(diversidade média) em um habitat; a diversidade beta (B) é a de mudanga das
espécies ao longo de um gradiente ambiental, ou seja, a diferenciacdo entre os
habitats; e a diversidade gama (y) ou diversidade regional € o nimero total de
espécies observado em todos os habitats (paisagem), sendo p uma métrica
resutante da proporcao entre y € o (TUOMISTO, 2010). Nessas condigoes, no
geral, os valores de a-diversidade acopanharam linearmente o coeficeinte
Shannon-Wiener (Tabela 3 e Tabela 7), sendo este ultimo uma estimativa da
adiversidade para o nimero de especies em um habitat sem atribuir peso
diferentes as dominantes. Os valores da y-diversidade tenderam a acompanhar
linearmente os da a -diversidade dentre os trés brejos, o que resultou no relativo
equilibrio nos valores de B-diversidade (Tabela 7A), mostrando que mudancas
na estrutura e diversidade das comunidades de Mucorales estdo mais
relacionadas a fatores locais do que com o gradiente longitudinal (distancia
geografica) estabelecido entre as areas.

Com relacdo aos periodos de amostragem, as coletas C2 apresentaram
menores valores de B-diversidade (Tabela 7B), estando dentre as mais centrais
no modelo de NMDS, sendo uma regido de indecisdo entre os vetores
precipitacdo e temperatura medias anuais (Figura 10). No entanto, a amostra C2
apresentou o segundo maior valor de a-diversidade (7,7), inferior apenas a C8
(9,3), que foi a amostra com os maiores indices em geral.

Embora ndo tenha sido objetivo desse trabalho avaliar os efeitos da
antropizagéo sobre a diversidade e riqueza dos Mucorales nos brejos estudados,
nos chama atencéo o fato de que a antropizagdo aparentemente ndo influenciou
significativamente na riqueza e diversidade de Mucorales no brejo da Serra do

Vento, ja que essa area foi devastada para construgao de casas e para agricultura
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de familia. Fato semelhante foi verificado por Freitas (2020), que também n&o
verificou diferencas nas comunidades de Mucorales entre as areas de Mata
Atlantica antropizadas e nativas, localizadas na Bahia e em Alagoas. De Souza
(2019) também reportou elevada similaridade das comunidades de Mucorales no
solo dos brejos de Taquaritinga do Norte, Serra do Bituri e Sitio do Carro
Quebrado, mesmo que esse ultimo brejo fosse 0 mais antropizado, o que indica
que, de maneira geral, os Mucorales parecem ter boa adaptabilidade, mesmo em
ambientes antropizados, ou pode ser que 0S processos de antropizagao sejam
recentes e os efetios dos mesmos ainda ndo sejam evidentes nas comunidades de
Mucorales.

As curvas de acumulacgdo de espécies, gerada com base nos estimadores
de riqueza Chao 1 e Jackknife 1, indicaram que a riqueza esperada ndo foi
alcancada, nos trés brejos estudados, assim como o observado no estudo de Lima
(2018b), na serra do Bonito e sitio da Palmeira. De acordo com de Souza (2019),
esse resultado se justifica pelo numero elevado de espécies raras e/ou a
quantidade de uniques, duplicates e dubletons, obtidos no solo desse brejo, visto
que esses estimadores ndo paramétricos sdo baseados na abundancia e
consideram o numero de espécies raras (COLWELL et al., 2004).

Até o presente, apenas 37 espécies de Mucorales haviam sido relatadas
para os brejos de altitude de Pernambuco (SANTIAGO et al., 2013; CORDEIRO,
2014; ALVES, 2016; ALVES et al., 2017; TIBPROMMA et al., 2017; DE
SOUZA et al., 2018; LIMA et al., 2018; LIMA, 2018b; CROUS et al., 2019).
Nesse estudo, foram identificados 28 tdxons de Mucorales, incluindo duas nova
espécies (Gongronella sp.1 e Absidia sp.), uma provavel nova espécie
(Gongronella sp. 2), além de dois novos registros para brejos de altitude: B.
gigacellularis e M. minutus. Dessa forma, € importante salientar a importancia
de estudos do levantamento da diversidade de Mucorales em areas brejos de
altitue e outros ecossistemas do semiarido brasileiro, para abolir a ideia de que a
riqgueza desses microrganismos nesse dominio é baixa, bem como motivar
pesquisas futuras nesses ambientes, além de chamar a atencdo para a

conscientizacdo da preservacdo dos brejos nordestinos.
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5.1 TAXONOMIA

Como citado no item 3.5, as descrigdes de Absidia sp. 1 e Gongronella sp.
1, identificadas no presente estudo, como novas, ndo serdo fornecidas porque as

mesmas ainda ndo foram publicadas.

5.1.1. Absidia sp.

Descrita por van Tiegh (1878), Absidia possui caracteristicas morfoldgicas
como: 1. Esporangioforos eretos, simples ou ramificados, tipicamente surgindo
ao longo de estolbes (solitarios ou em cachos) e comumente contendo um septo
abaixo de esporangios apofisados e piriformes, com parede deliquescente; 2.
Columelas geralmente variadas em forma, podendo exibir de uma a trés
projecdes apicais que podem apresentar ou ndo uma extremidade bulbosa; 3.
Zigosporos formados a partir de células suspensoras opostas mais ou menos
iguais e adornadas com apéndices (BENNY et al., 2014). Atualmente, 34
espécies de Absidia sdo aceitas (www.speciesfungorum.org), dentre as quais dez
foram isoladas no Brasil (FLORA DO BRASIL, 2020), incluindo A.
caatinguensis D.X. Lima & A.L. Santiago (ARIYAWANSA et al., 2015), A.
cornuta D.X. Lima, C.A. de Souza, H.B. Lee & A.L. Santiago, A. multispora
T.R.L. Cordeiro, D.X. Lima, Hyang B. Lee & A.L. Santiago (CORDEIRO et al.,
2020), A. pernambucoensis D.X. Lima, C.M. Souza-Motta & A.L. Santiago
(LIMA et al., 2020), A. saloaensis T.R.L. Cordeiro, D.X. Lima, Hyang B. Lee
& A.L. Santiago (CORDEIRO et al., 2020) e A. bonitoensis C.L.Lima (LMA et
al., 2021), isoladas de Mata Atlantica e de brejos de altitude, em Pernambuco.
De acordo com o Blastn, a sequéncia LSU de Absidia sp. exibiu 88% de
similaridade com A. saloaensis, sendo, portanto, nova. Morfologicamente, ambas
as espécies sdo bem semelhantes, pois formam columelas em forma de morango
ou figo, aléem de esporangiosporos cilindricos. No entanto, os esporangiéforos de
Absidia sp. sdo menores (até 160 um de comprimento) do que os de A. saloaensis
(até 280 um de comprimentos). Além disso, as columelas de Absidia sp. exibem
projecdes conicas e filiformes com extremidade bulbosa, enquanto as de A.
saloaensis tém proje¢des conicas, elipticas e em forma de agulha. Ainda, os
esporangiosporos produzidos por A. saloaensis sdo cilindricos, com alguns

elipticos com uma constricdo central, com (3.5-) 5-7 (9.5) x 2.5—
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3.5 (-5) um, diferentes dos de da Absidia sp., que s@o unicamente cilindricos e
com 2,55 um de didm. Absidia sp. forma rizoides pouco ramificados,
contrapondo-se aos rizoides de A. saloaensis que sdo bem ramificados. Embora
padrdes de ramificacdo dos rizoides ndo sejam caracteristicas seguras
(observagdes da autora) para a diferenciacdo de espécies de Absidia, esses
padrbes podem ser utilizados em conjunto com outras caracteirticas morfoldgicas

e genéticas para a delimitacdo de espécies desse género.

5.1.2 Gongronella sp. 1
Gongronella foi descrito por Ribaldi (1952), para acomodar G. urceolifera
Ribaldi. Até 2015, apenas duas espécies eram aceitas para esse género: G. butleri
e lacrispora. Atualmente, esse género abrange dez espécies: G. brasiliensis, G.
butleri, G. Guangdongensis, G. koreana, G. lacrispora, G. orasabula, G.
pedratalhadensis, G. zunyiensis, G. eborense e G. namwonensis. De acordo com
nossas analises morfofisiologicas e filogenéticas (ITS rDNA), Gongronella sp.
1. exibe dados genéticos e caracteristicas morfolégicas bem suportados,
diferenciando-a das outras espécies do género, estando a mesma separada das
outras espécies na arvore filogenética (Figura 16), sendo G. lacrispora a espécie
geneticamente mais proximam com 95,7% de similaridade pelo BLASTnN.
Morfologicamente, Gongronella sp. 1. difere de G. lacrispora por formar
rizoides, que estdo ausentes em G. lacrispora. Além disso, a nova espécie forma
esporangios estéreis (abortivos) em culturas jovens e velhas, enquanto, em G.
lacrispora, esporangios abortivos sdo visualizados apenas em culturas antigas.
Os esporangiosporos de Gongronella sp. 1. sdo em forma de feijao, alguns
irregulares, diferentes dos esporangiosporos em forma de lagrima de G.
lacrispora (Upadhyay 1969). A formacdo de esporangios sésseis perto dos
esporangios principais também pode ser observada em G. butleri, sendo que,
nessa espécie, esses esporangios sdo ocasionalmente verificados ao longo das

ramificacGes, mas nunca perto dos esporangios principais.

5.1.3 Backusella gigacellularis

O género Backusella, descrito por Ellis & Hesseltine (1969), foi criado
para acomodar espécies de fungos que produzem esporangios multisporados
terminais, bem como esporangiolas uni e/ou multisporados que surgem

lateralmente de esporangioforos (Benny 2005). Este género sofreu modificagdes
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por Benny & Benjamin (1975) e Benny et al. (2014). Walther et al. (2013), em
uma revisdo usando sequéncias ITS e LSU de rDNA, prop0ds a transferéncia de
todas as espécies de Mucor com esporangiéforos transientemente recurvados,
quando jovens, para Backusella. Atualmente, o género compreende vinte e cinco
espécies: B. azygospora, B. circina, B. constricta, B. gigacellularis J,I. Souza,
Pires-Zottar. & Harakava, B. grandis, B. granulispora, B. indica, B. johorensis,
B. lamprospora, B. locustae, B. oblongispora, B. oblongieliptica, B. recurva, B.
tuberculispora, B. variabilis, B. australiensis, B. liffmaniae, B. luteola, B.
macrospora, B. mclennaniae, B. morwellensis, B. parvicylindrica, B.
psychrophila, B. tarrabulga, B. westeae. Esse é o segundo relato mudial de B.
gigacellularis e o primeiro para o nordeste do Brasil.

Algumas diferengas morfologicas foram observadas entre B.

gigacellularis URM 7894 e o holdtipo, descrito por de Souza et al. (2014).

Esporangioforos de até 20 pum de didmetro foram encontrados em B.
gigacellularis URM 7894, maiores do que o0s descritos por de Souza et al.
(2014), que sao de até 16,8 um. Observaram-se columelas globosas, subglobosas,
conicas e ligeiramente cilindricas, 20-40 (-50) x 20—45 pum no isolado descrito
nesse trabalho, enquanto de Souza et al. (2014) relataram columelas elipsoides,
cilindricas e raramente piriformes, 9,4-53 x 8,2-46 um. Os esporangiolos de B.
gigacellularis URM 7894 sdo maiores (até 28 um em didmtero) do que os do
hol6tipo, que alcancam, no maximo, 23 um em diametro.

Este é o primeiro registro de B. gigacellularis no Nordeste do Brasil,
anteriormente de Souza et al. (2014) registraram B. gigacellularis no bioma

Cerrado no estado de Sao Paulo.

5.1.4 Mucor minutus

Mucor Fresen. é o género mais representativo dentro da ordem Mucorales,
com aproximadamente 91 espécies descritas (Wijayawardene et al. 2020). Os
taxons desse género sao caracterizados por produzirem esporangi6foros simples
ou ramificados, que surgem diretamente do substrato e portam esporangios nao

apofisados, globosos e/ou subglobosos. Algumas espécies produzem rizoides
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(por exemplo, M. luteus Linnem. Ex Wrzosek e M. irregularis Stchigel, Cano,
Guarro & E. Alvarez) (Benny et al. 2014).

Tanto a morfologia (Figura 14) quanto a filogenia (ITS rDNA) (Figura
15) mostraram que URM 8362 é um Mucor minutus, e as caracteristicas
morfoldgicas de URM 8362 estdo de acordo com a descrigdo de Schipper (1975).
No entanto, algumas diferencas morfoldgicas foram observadas entre URM

8362 e 0 holétipo. Esporangiéforos longos, de até 20 um de diametro, foram
observados no espécime aqui descrito, menores que 0s descritos por Schipper
(1975), que podem atingir até 30 um de didmetro. Os esporangios dos
esporangioforos longos de URM 8362 sdo menores do que os descritos por
Schipper (1975), que tém até 175 pum de diametro. Além disso, URM 8362 exibe
columelas dos esporangiéforos longos como sendo obovoides, globosas,
raramente conicas e achatadas, de ate 85 x 95 um de didmetro, enquanto Schipper
(1975) relatou columelas dos esporangioforos longos como obovdides a
elipsoides, raramente piriformes, de até 135 x 97 um de didmetro. As columelas
dos esporangioforos curtos descritos aqui sdo conicas e subglobosas, com até
36,5 x 25 um de diametro, ao contrério das relatadas para o holétipo, que séo
cilindricas a elipsoides, algumas conicas a achatadas, até 125 um de didmetro.
Nguyen et al. (2017) observaram a presenca de um a trés septos abaixo das
columelas, ao contrario do nosso isolado e do holétipo (Schipper 1975), que nao
exibem mais de um septo abaixo das columelas.

Mucor minutus minutus é uma espécie rara apenas reportada na Australia,
Brasil, India, Coreia do Sul e Malésia (BISSETT et al. 2016; VERKLEIJ 2020;
WILLIAMS & LIU 1976; NGUYEN et al. 2017). No Brasil, M. minutus foi
previamente isolada por Schoenlein-Crusius et al. (2006), em uma area de Mata
Atlantica, localizada no municipio de Cubatdo, estado de Sdo Paulo. Esse é o

primeiro relato dessa espécie para o nordeste do Brasil.

6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, dentro das condicdes

experimentais estabelecidas, conclui-se que:

- Nos brejos da Serra do Jardim, Serra do Vento e Serra do Benedito a

comunidade de Mucorales € representada por 28 espécies.



85

- Dezenove espécies dos géneros Absidia, Backusella, Cunninghamella,
Gongronella, Mucor e Rhizopus fazem parte da comunidade de Mucorales do
brejo da Serra do Jardim.

- Vinte e duas espécie de Absidia, Backusella, Cunninghamella, Gongronella,
Mucor e Rhizopus fazem parte da micobiota do solo do Brejo da Serra do
Benedito.

- Dezessete espécies de Absidia, Cunninghamella, Gongronella, Lichthemia,
Mucor, Rhizopus e Syncephalastrum fazem parte da comunidade de Mucorales
do brejo da Serra do Vento.

- Cunninghamella bertholletiae é o taxon mais frequente, seguido por
Gongronella sp. 1 e Absidia cornuta, nos solos dos brejos de altitude
inventariados.

- Cunninghamella bertholletiae, Gongronella sp. 1. e A. cornuta sdo as
espécies mais abundantes nos solos dos brejos das Serras do Jardim, do Vento e
do Benedito;.

- Backusella gigacellularis e Mucor minutus ocorrem no nordeste do Brasil,
mais especificamente no brejo da Serra do Benedito.

- Absidia sp. 1 e Gongronella sp. 1 sdo novas espécies, enquanto Gongronella
sp. 2 é uma provavel nova especie.

- A temperatura e umidade sdo fatores que influenciam na distribuicdo das
espécies nos brejos estudados.

- A equitabilidade, diversidade e riqueza de Mucorales nos solos
inventariados sdo estatisticamente superiores no brejo da Serrra do Benedito, em
relacdo aos outros dois brejos, mas nao diferem entre os brejos das Serras do
Jardim e do

Vento;
- As comunidades de Mucorales dos brejos inventariados, com relacdo a

composicao de espécies, sdo similares, sendo a semelhanga maior entre os brejos
das Serras do Jardim e do Vento.

- Coletas de solo adicionais devem ser realizadas nas trés areas estudadas,
para que um melhor conhecimento da riqueza de espécies de Mucorales nesses

brejos.
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Mucoromycota) in a fragment of an Upland Forest within the semi-arid region of
northeastern Brazil (Rodriguésia 72, 2021: 1-5)
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it is probable that the current knowledze of
diversity of mucoralean species in soils of the
Upland Forest areas 15 msufficient (Lina er al.
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20182). So far, 34 specizs of Micorales have been
reported for the Brazlian Upland Forest arsas,
including six recently described pew spacies
(Hyde or al. 2016; Tibpromma er o/. 2017, Lima
et al, 2018b) and two first occurrences for Brazl
(Santiazo & Maia 2010; Alves erai. 2017).

The genus Backuselia, described by
Ellis & Hesseltine (1969), was created to
accommodate species that produce terminal
multispored sporangia a3 well as uni- and'or
multispored sporanzzola that arise laterally from
sporangiophores (Benny 2003). Backuselia
specimens are commounly isolated from seil
and rodent dung (Bemny & Benjamin (1975).
This genus underwent modificanons by Benny
& Benjamin (1975), who have proposed B.
lamprospora (= Mucor iamgrospon Lendn ) and
B. coerudia (= Thammidium ¢ tenidim Durrell & M.
fieminz) Walther eral. (2013), m 2 review using
ITS and LSU saquences of tDNA, proposed more
sigmificant changes, with the transfersnce of all
species of Micor Fresen. with transiently recurved

sporangiophores when young to Backusella.
Cuorently, this genus comprises fifteen species:
B. axygospora TRL. Cordeiro, Hyang B. Lee &
AL Santiago, B. consoicta DX Lima CAF.
de Souza & AL Samtiapo, B. circina 1.J. Ellis &
Hesselt | B gigacellularis 11, de Souza, Pires-
Zottarelli & Harakava, B. grandis (Schipper &
Samson) Walther & de Hoog, B. granuiispora
LS. Loh & Kuthub, B. mdica (Bajjal & B.S.
Mehrotra) Walther & de Hoog. B. johoranss LS.
Loh, Nawaw & Kuthub, B. lamprospora (Lendn )
Benny & RK Benj., B. Jocustae Hyang B. Lee,
S.H Lee & T.T.TNguyen, B. obiongieilipaca (H.
Nazan, Hinhara & Seshita ex Pidopl. & Milko)
Walther & de Hoog. B. obiongzpora (Naumov)
Waither & de Hoog, B. recunia (EE. Butler)
Walther & de Hoog, B. aubercuiispara (Schipper)
Walther & de Hoog, B. variabiiiz (A.K. Sarbhoy)
Waither & de Hoog, For Brazil, B. axygospora, B.
lamprozpora, B. gigaceliuiaris and B. canstricta
have been recorded.

Dunng 2 survey of Mucorales spacies m
soils of an Upland Forest area locatad i the
semiarid region of Pemambnuco, B. gigaceliuiariz
was isolated and 15 being reported for the first

B L LT B L S A
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Moo Aler ALS ot ol
in Petn dishes in mplicate The growth of colonies
was moedtored Sor 96 hours at room empenture (28
=1 °C). In order to purfy the Mucorales, fagments
of the colonies were transfemed separately to MEA
(ot extract agar medium) (Benmy 2008) phus
chiormphenicol (80 mg L*). The specimen was
identified through observation of macroscopic
(color, appearance. and diameter of the coloay) and
croscopic (shape and size of sporansiophores,
columellae, sporanzi, sporanziospores, and giant
cells) characteristics based on the description of de
Souza er ai. (2014).

Backusella gigacellularis 11 de Souza, Pires-
Zottarelli & Harakava, Mycol. Progr. 13: 976
(2015). Rl

Colomy wiute-yellowish, reverse yeliow,
colonizing the entire Petri dish (° cm diam
ad 1.5 om high) in 5 days, at 25 °C, in MEA.
Sporanziophores hyaline some with greenish-
brown contents, ansing from the substrate. recurved
when young and becoming erect when nanre, up
t0 20 pm in diam monopodially branched, mostly
with short branches and slishtly encrusted wall
Sporangia globose. with smooth and deliquescent
wall, up to 130 ym i dsam Columellae globoss,
subglobose, comical and shightly cylindnical 2040
(<30) = 2045 ym_byalme, with skightly encrusted
wall, some with brown contents; collar conumonly
present with needle-shaped spines. Multispored
spammngﬁumpe&ds.h\mm
equimifated wall, giobose to subglobose 8. 5-18 ym

hyaline, 7-12(-14) » 13-30 pm. Spomgaospaes
hyaline. smooth-walled. ellipsoid imregular, a faw
sabgiobose (-)16-33(-45) « (7-8-17(-20) e,
with oil droplets. Gaant calls, globose. Zyzospores
not observed.

Materisl examined: BRAZIL PEXNAMBUCO:
Gravata, Saa do Banedeo (08°17°587S, 35°35°2°W),
soil, AL S Abves (URM 7894)

The species occurs in S3o Paulo and
Pemambuco states. Brazil. This & the second
rzpaort worldwide and the first repart of this species
in northeastsm Brazil

Minor morphological differences were

ahrsmrnd bosvnam D mmnssl lodoess TDAL 0N and
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New ccosrence of Backanala gagaselalirn in northesderm Brasd &S

Figure 1 -3-¢. Bacherells pipacdieleriz (URM 7894) - 2. unhranched sporanziophore with sporangium; b. unhranched
speramgiophore with cobumella; ¢. sympodially branched zporophore bearing only zperamriola; d. speranriospares;
e. pixxt cell Barza, by, d =25 um.




skt

subgzlobose, conical and slightly cylindrical
columelias 20—40(=50) » 2025 pm, whereas de
Souza et al. (2014) reported ellipsoid. cylindrical
and rarely pyriform columellas © £33 ~ 8226
pm Speransiola of B. gigaceliularis URM 7894
were larzer (up to 28 wm in diam) than the holotype
jola that were up to 23 pom in diam.

This work increases the knowladze of the
Bachusella gzmus in Brazil, especially in Upland
Forest areas that are being severely degraded by
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Mucor minutus (Mucorales, Mucoromycota): a rare species isolated for the first
time in Northeastern Brazil
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Abstract

Mucor minutus is being described for the first time for northeastern Brazil. The
specimen was isolated from soil of the Florestas do Jussara, a fragment of
upland forest located in the municipality of Gravata, located in Pernambuco. In
Brazil, Mucor minutus have previously been isolated only in the state of Séo
Paulo from soil of the Atlantic Forest. A detailed description and illustration of
the specimen are presented. This article contributes to knowledge of the

Mucoralean distribution.
Key words

Semiarid; Mucoromyceta; Mucoraceae; taxonomy.
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Introduction

Mucor Fresen. is the most representative genus within Mucorales Dumort. with
approximately 91 described species (Wijayawardene et al. 2020). Taxa of this
genus are characterized by producing simple or branched sporangiophores
arising directly from the substrate that bear globose and/or subglobose,
nonapophysate sporangia. A few species produce rhizoids (ex: M. luteus Linnem.
Ex Wrzosek and M. irregularis Stchigel, Cano, Guarro & Ed. Alvarez) (Benny
et al. 2014). The species of this genus are typically saprobic, commonly isolated
from the soil, stored grains and decomposing fruits (Alves et al. 2005,
Schoenlein-Crusius et al. 2006, Jacobs & Botha 2008, Santiago et al. 2013, Lima
et al. 2015). However, some taxa have proved to be potential agents of
opportunistic cutaneous and systemic mucormycosis (Hoffmann et al. 2013,
Walther et al. 2013), such as Mucor circinelloides, M. indicus, M. irregularis and
M. lusitanicus (Wagner et al. 2019).

Initially, taxonomic studies of Mucor were based mainly on morphological
characteristics but also on growth temperatures and mating experiments
(Schipper, 1978), leding to the description of 39 species and 11 forms.
Subsequently, the knowledge of this genus was expanded, with the addition of
22 new taxa (Mehrotra & Mehrotra 1978, Mirza et al. 1979, Subrahmanyam
1983, Chen & Zheng 1986, Schipper & Samson 1994, Watanabe 1994, Zalar et
al. 1997, Pei 2000, Alves et al. 2005). With the advancement of molecular
studies, the polyphilia of Mucor was verified (O’Donnell et al. 2001, Kwasna et
al. 2006), and several 33 species have been described ever since (Jacobs & Botha,
2008, Budziszewska & Piatkowska, 2010, Alvarez et al. 2011, Hermet et al.
2012, Madden et al. 2012, Walther et al. 2013, Voglmayr & Clémencon 2016).
In the past five years, sixten species of Mucor have been proposed, including six
species isolated from Brazil: M. merdicola C.A. de Souza & A.L. Santiago, M.
caatinguensis A.L. Santiago, C.A. de Souza & D.X. Lima (Lima et al., 2016),
M. circinatus D.X. Lima, G. Walther & A.L. Santiago (Lima et al., 2017), M.
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pernambucoensis (Lima et al., 2018), M. souzae (Crous et al., 2018) and M.
merdophylus D.X. Lima, R.W. Barreto, H.B. Lee & A.L. Santiago (Lima et al.,
2020), increasing knowledge of the diversity of Mucorales. Currently, around 90
species of Mucor are accepted (Wijayawardene et al. 2020).

Mucor minutus (Baijal & B.S. Mehrotra) Schipper may be differentiated from
other species of Mucor by concomitantly producing long sporangiophores
sympodially and monopodially branched, in addition to small sporangiophores
repeatedly sympodially branched, columellae obovoid to ellipsoidal,
infrequently pyriform, as well as sporangiospores subspherical or slightly
elipsoidal (Schipper 1975). So far, this species was reported in Australia, India,
Malaysia and Korea (Bissett et al., 2016, Verkleij 2020, Williams and Liu 1976,
Nguyen et al., 2017). In Brazil, M. minutus was previously isolated by
Schoenlein-Crusius et al. (2006), in an area of Atlantic Forest, located in the
municipality of Cubatéo, state of Sdo Paulo.

During a study on the diversity of Mucorales in an upland forest area located in
Pernambuco, Northeastern Brazil, a specimen morphologically similar to M.
minutus was isolated. The species identity was confirmed by sequencing the
ITS region of rDNA. Here we present a detailed description and illustration of
M. minutus isolated from soil samples in an upland forest area in the semiarid
region of Brazil.

Methods

Soil collection - Soil samples were collected in January 2018, in Florestas do
Jussard, an upland forest area located in the municipality of Gravata (8°12'S,
35°32'W), located at 85.5 km from Recife (Fig. 1). The climate is tropical with
a dry summer with an average annual temperature of 22 °C. The average annual
rainfall is 725 mm, with rains concentrated between March and July
(Siqueirafilhno & Machado, 2001). The vegetation is subcaducifolia, occurring
formations of transition between deciduous forest and the hypoxophilous
caatinga (Rodrigues et al., 2008). The samples were placed in clean sterile bags

and stored in polystyrene boxes for transport to the laboratory.
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Isolation, purification and identification of M. minutus

Five mg of soil were added to Petri dishes containing wheat germ agar culture
medium (Benny 2008) plus chloramphenicol (NeoFenicol-Neo Quimica; 100
mg.L ™). The plates were stored on the laboratory bench at room temperature (26
+ 2 °C) for seven days. Fragments of mycelium were removed from the Petri
dishes under a stereomicroscope (Leica EZ4) and transferred to Petri dishes with
malt extract agar (MEA) (Benny 2008). The specimen was identified by
comparing the macroscopic (colony color and appearance) and microscopic
aspects (shape and size of the sporangiophores, columellae, sporangia and
sporangiospores), according to the description of Schipper (1975).

DNA extraction, PCR and sequencing

Cultures grown in test tubes containing MEA were incubated at 28 °C for six
days to obtain fungal biomass. After the material was transferred to 2 mL
microtubes with screw caps, 0.5 g of acid-washed glass beads of two different
diameters (150-212 um and 425-600 pum, 1: 1; Sigma, USA) were added to each
tube. The material was crushed by stirring at high speed in a FastPrep
homogenizer. Genomic DNA was extracted as described by Gdes-Neto et al.
(2005). The mycelium was washed with chloroform: isoamyl alcohol (24: 1) and
then homogenized in 2% cetyltrimethylammonium bromide buffer. The DNA
was precipitated in isopropanol, washed with 70% ethanol and resuspended in
50 pL of ultrapure water. Primer pairs ITS1 and ITS4 were used for amplification
of the small subunit (ITS) of nuclear ribosomal DNA (rDNA) (Van Tuinen et al.
1998, Santiago et al. 2014). The polymerase chain reactions were performed as
described by Oliveira et al. (2014). The newly obtained sequences were
deposited in the GenBank database. Phylogenetic reconstructions were obtained
by analyzing the sequence data of the partial ITS rDNA gene. The fungal
sequences were aligned with ClustalX (Larkin et al. 2007) and edited with
BioEdit (Hall 1999). Prior to phylogenetic analysis, the optimal nucleotide
replacement model was estimated using TOPAL.i 2.5 (Milne et al. 2004). The

maximum likelihood (with support estimated by a bootstrap analysis with 1000
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replicates) was performed using MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck 2003)
and PhyML (Guindon & Gascuel 2003), released from TOPAL. 2.5 (Fig.2)

Results
Mucor minutus (Baijal & B.S. Mehrotra) Schipper. Figure 3

Material examinded: BRAZIL- 1 specimen; Pernambuco, Gravatd, Reserve

Florestas do Jussard; 8°12'S, 35°32'W; 739 ma.s.l.; January 2018; Ana L.S Melo
Alves leg.; habitat: soil; URM8362, GenBank accession no. MW 436702.

Identification. Colony initially white, becoming gray, colonizing the entire Petri
dish (9 cm in diameter and 1.5 cm in height) in five days in MEA at 25 °C. Long
and short sporangiophores common. Long sporangiophores hyaline up to 20 um
in diameter, with monopodial and sympodial branches, smooth-walled.
Sporangia of the long sporangiophores brownish, globose, up to 160 pum in
diameter, slightly equinulated. Columellae of the long sporangiophores hyaline,
obovoid, globose and infrequently conical and flattened, 2565 (—85) 25-80 (-
95) um in diameter. Short sporangiophores hyaline, repeatedly sympodially
branched, up to 12 um in diameter, smooth-walled. Sporangia of the short
sporangiophores hyaline, up to 120 um in diameter. Columellae of the short
sporangiophores conical and subglobose, 9.5-19.5 (-36.5) x 7—9.5 (—25) um in
diameter. Sporangiospores hyaline, subglobose to ellipsoid, 2.5-5 (-7.2) x 2.3—

3 (-4) um in diameter. Zygospores not observed.
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Florestas do Jussard, Gravata-Pernambuco.
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Mucor amphibiorum HM999957/CBS 763.74

Mucor flavus JN206051/CBS 234.35

—— Mucor flavus JN206067/CBS 992.68

—_
o
o

Mucor aligarensis JN206056/CBS 993.70

N
\‘{
Mucor aligarensis JN206057/CBS 244.58

L Mucor flavus JN206070/CBS 681.73
Mucor flavus JN206063/CBS 893.73

100
1Mucor flavus JN206062/CBS 893.73

94 Mucor saturninus JN206072/CBS 974.68
100

Mucor saturninus JN206074/CBS 598.78

Mucor minutus MW436702/URM 8362

100/ | Mucor minutus JN206048/CBS 586.67

Mucor minutus NR_152958/CBS 586.67

Fig. 2. Phylogenetic tree of Mucor taxa constructed using the rDNA (ITS)
sequences with Mucor amphibiorum as an external group. Supporting values are
for maximum probability analysis. The sequence obtained in this study is in bold.
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Fig. 3. a-g. Mucor minutus (URM 7894) — a. sporangiophore with sporangium;
b. sporangium with esporangiospores; c. sporangiophore with columella d,e,f.
sporangiophores monopodially branched; g. sporangiospores.
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Discussion

In the BLASTN analysis, the URM8362 sequence showed 100% identity with
the sequences of M. minutus holotype (CBS 586.67, JN2060 and CBS 586.67,
NR_152958), and the morphological characteristics of M. minutus described here
have a good correspondence with the description of Schipper (1975). However,
some morphological differences were observed between URM 8362 and the
holotype. Long sporangiophores up to 20 um diameter were observed in our
specimen, smaller than those described by Schipper (1975), which can reach up
to 30 um in diameter. The sporangia of the long sporangiophores of URM 8362
are smaller than those described by Schipper (1975) which are up to 175 pm in
diameter. URM 8362 exhibits columellae of the long sporangiophores obovoid,
globose and infrequently conical and flattened, up to 85 x 95 pum in diameter,
while Schipper (1975) reported columellae of the long sporangiophores obovoid
to ellipsoid, infrequently pyriform up to 135 x 97 um in diameter. The columellae
of short sporangiophores described here are conical and subglobose, up to 36.5
x 25 um in diameter, unlike those reported for the holotype, which are cylindrical
to ellipsoid, some conical for flattened, up to 125 um in diameter. Nguyen et al.
(2017), observed the presence of one to three septa below the columellae, unlike
our isolate and the holotype (Schipper 1975), which have no septum below the

columellae.

This manuscript contributes to knowledge of the distribution of M. minutus, a
rare species reported in only five countries so far. The genus Mucor is still poorly
represented in the Brazilian upland forest areas that are being constantly
degraded mainly by human action, which makes urgent the knowledge of its

mycobiota.
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