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RESUMO

O dominio Mata Atlantica é conhecido pela ampla biodiversidade e por apresentar um
elevado numero de espécies endémicas dos mais variados grupos taxonémicos, incluindo os
micro-organismos. Dentre os fungos presentes em solos de Mata Atlantica, destacam-se os da
ordem Mucorales, que apresentam caracteristicas fisiologicas e propriedades bioquimicas
peculiares que os tornam interessantes para producdo de enzimas. A tanase € uma enzima
extracelular induzivel, produzida na presenca de &cido tanico, utilizada na fabricacdo de
bebidas, cosméticos e medicamentos, podendo ser produzida industrialmente através da
fermentacdo em estado solido. O uso de residuos de manga pode ser uma alternativa viavel
para a producdo de tanase atraves de fermentacdo em estado sélido, utilizando Mucorales. Os
objetivos deste estudo foram avaliar o comportamento ecoldgico das comunidades de
Mucorales em diferentes ecossistemas da Mata Atlantica e caracterizar os espécimes dessa
ordem quanto a capacidade da producdo de tanase. Foram realizadas sete coletas de solo em
quatro areas naturais: floresta ombrdfila, tabuleiro, restinga e manguezal, no municipio de
Tamandaré, e em uma floresta ombrofila no Recife. Foram isolados 23 taxons de Mucorales
presentes nos ecossistemas da Mata Atlantica, distribuidos entre os géneros Absidia,
Backusella,  Cunninghamella,  Gongronella, Lichtheimia, Mucor, Rhizopus e
Syncephalastrum. Onze novos registros estdo sendo reportados para esse dominio, incluindo
trés novas espécies e uma primeira ocorréncia para América do Sul. A riqueza e diversidade
das espécies de Mucorales variaram entre 0s solos dos ecossistemas inventariados, sendo
maiores nos solos da floresta ombrofila e o tabuleiro. Todas as linhagens testadas foram
capazes de produzir tanase, sendo Absidia pseudocylindrospora a mais eficiente na producéo

dessa enzima.

Palavras-chave: Mucoromycotina. Taxonomia. Ecologia. Tanase.



ABSTRACT

The Atlantic Rainforest is known for broad biodiversity and endemic species of
several taxonomic groups, included microorganism. Among the fungi found in in the Atlantic
Rainforest soil, are those of the order Mucorales. The physiological and biochemical
properties make these fungi interesting for the production of enzymes, including tannase. It is
an inducible extracellular enzyme, produced in the presence of tannic acid, used in the
manufacture of beverages, cosmetics and medicines, and can be produced industrially through
solid state fermentation. Mango waste may may be a viable alternative to produce tannase
through SSF using Mucorales. This study aimed evaluate the ecological indices of Mucorales
communities in differents ecosystems of the Atlantic Rainforest and characterize these species
by production capability of tannase. Seven samplings were performed at five natural areas:
rain forest, tabuleiro forest, salt marsh and mangrove, in the municipality of Tamandaré and
Recife. 23 Mucorales taxa were reported at The Atlantic Rainforest ecosystems, distributed
between genera: Absidia, Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia, Mucor,
Rhizopus e Syncephalastrum. Eight new records are being reported for this domain. Of these
taxa, three are new species for science and a first report for South America. Diversity and
richness of soil Mucorales varied among ecosystems. Rainforest and tabuleiro showed a huge
diversity and richness. All strains tested were tanase producers, and the isolate of Absidia

pseudocylindrospora was the best producer of the enzyme.

Keywords: Mucoromycotina. Taxonomy. Ecology. Tanase.
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1 INTRODUCAO

O dominio Mata Atlantica é conhecido pela ampla biodiversidade e por apresentar um
elevado numero de espécies endémicas de grupos taxondmicos variados (MYERS et al.,
2000), incluindo os fungos. A Mata Atlantica esta presente em areas de planaltos, serras e
areas costeiras em todo litoral brasileiro, englobando conjuntos de ecossistemas que variam de
acordo com o aspecto floristico, climéatico e geografico (OLIVEIRA-FILHO & FONTES,
2000). A éarea desse dominio ocupa 13% do territorio nacional, abrangendo 17 estados
brasileiros, mesmo que apresente apenas 8% da sua area original (FUNDACAO SOS MATA
ATLANTICA, 2008). A perda alarmante de 92% de seu territorio total forneceu a Mata
Atlantica o status de “Hotspot” e colocou areas desse dominio na lista prioritaria para a
conservacdo da biodiversidade global (GALINDO-LEAL & CAMARA, 2003). Apenas 2%
da superficie original das areas de Mata Atlantica estdo protegidas legalmente em unidades de
conservacdo dos tipos Reserva Bioldgica e Areas de Protecdo Ambiental (CAMARA, 1996).
Trata-se de um dominio ameacado, sobretudo devido ao continuo desmatamento, que
ocasiona a perda de diversidade e o desaparecimento de espécies de fungos, muitas ainda

desconhecidas para a ciéncia (REIS et al., 1992).

A comunidade fungica no solo desempenha um papel importante nos processos
ecologicos globais, ja que varios espécimes desses organismos sao decompositores da matéria
organica (MUMMEY et al., 2010). Os fungos que habitam o solo estdo entre os micro-
organismos mais abundantes em termos de biomassa, e estima-se que 7000 espécies de fungos
sejam tipicas desse substrato (BRIDGE & SPOONER, 2001). As estimativas do nunero dos
fungos existentes sdo baseadas na riqueza de plantas vasculares (HAWKSWORTH, 2001;
BLACKWELL, 2011) e, considerando a grande diversidade e endemismo das plantas na Mata
Atlantica, é possivel estimar que o conhecimento da estrutura e diversidade da comunidade

desses micro-organismos nos solos da Mata Atlantica ainda s&o insuficientes.

Dentre os fungos presentes em solos de Mata Atléantica, destacam-se os da ordem
Mucorales Schroter., filo Mucoromycota Doweld (BILLS et al., 2004), que desempenham
grande importancia ambiental, sendo pioneiros na colonizacdo de varios substratos e iniciando
0 processo de sucessao ecologica (RICHARDSON, 2009). Como decompositores primarios
da matéria organica no solo e em outros substratos, esses fungos contribuem para o ciclo de
nutrientes e para a manutencdo de diversos ecossistemas (HILL et al., 2000; BILLS et al.,

2004). Espécimes de Mucorales sdo caracterizados morfologicamente pela producdo de



18

estruturas assexuadas, como esporangiosporos merosporangiosporos, esporangiolos e pela
formacdo do zigosporangio, estrutura de resisténcia de origem sexuada que comporta 0O

zigosporo, formado pela fusdo de dois gametangios, iguais ou ndo (KENDRICK, 2000).

A maioria dos especimes de Mucorales sdo capazes de degradar fontes de carbono que
variam de acgucares simples, a pectinas, hemiceluloses, lipidios e proteinas (DOMSCH et al.,
2007; RICHARDSON, 2009; LIMA et al., 2016a). A biomassa dos espécimes dessa ordem
contém quantidades significativas de proteinas, lipidios, acidos graxos, aminoacidos,
quitosana e quitina, os tornam adequados para serem utilizados na producgéo de alimentos para
animais e humanos, bem como nas indudstrias farmacéutica e de biocombustiveis (FERREIRA
et al., 2013). As caracteristicas fisiologicas e propriedades bioquimicas dos Mucorales, como
a termotolerancia, observada em alguns espécimes, bem como a producdo de enzimas (como
amilases e proteases) tornam esses fungos interessantes para de industrias de alimentos e
bebidas (KWASNA et al., 2006).

A tanase é uma enzima que hidrolisa ésteres e ligacdes laterais de taninos, como &cido
tanico, em glicose e &cido galico (HELBIG, 2000; COSTA et al., 2008), sendo extracelular
induzivel, produzida na presenca de acido tanico por fungos filamentosos, bactérias e
leveduras. Essa enzima possui uma vasta aplicacdo nas industrias de bebidas, cosméticos e
medicamentos (LEKHA & LONSANE, 1994), podendo ser produzida industrialmente através
da fermentacdo em estado sélido (FES), que é o processo pelo qual o micro-organismo cresce
em substratos sélidos ou Umidos, geralmente residuos vegetais, na auséncia de agua livre
(PANDEY, 2003). O interesse nesse método de fermentacdo para a producdo de compostos
de interesse biotecnologico vem crescendo devido a elevada demanda por insumos de menor
custo (MACEDO et al., 2005). A FES apresenta vantagens por ser um meio de producgéo
simples que reduz os riscos de contaminacdo devido a auséncia de agua livre, e econémico,
por utilizar residuos agroindustriais como substrato (LAGEMAAT & PYLE, 2001).

Os setores agroindustriais e de alimentos produzem grandes quantidades de residuos,
tanto liquidos como solidos. Esses residuos podem apresentar problemas de disposigéo final,
além de serem potenciais poluentes, como é o caso dos residuos gerados pelas indudstrias
produtoras de polpas de frutas, como a de manga (Mangifera indica L.). Estima-se que,
anualmente, no Brasil, sejam produzidas cerca de 35 toneladas de residuos de manga pelas

indUstrias de polpas. Tais residuos, por conterem elevado teor de taninos, podem ser uma
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alternativa viavel para a producio de tanase através de FES, utilizando Mucorales (CHAVEZ-
GONZALEZ et al., 2012).

Considerando que existe apenas um inventario de Mucorales para o solo da Mata
Atlantica no Nordeste do Brasil (MAIA et al., 2006), e que ecossistemas desse dominio ndo
foram estudados com grande detalhe, essas areas podem representar refgios valiosos para

novos taxons. Diante da importancia ecologica e biotecnolégica dos Mucorales,

1.1. OBJETIVOS

1.1.2. Objetivo geral

Avaliar a diversidade de espécies de Mucorales isolados do solo de Mata Atlantica e
caracteriza-las quanto a producdo de tanase utilizando residuos de Mangifera indica como

substrato.

1.1.3. Objetivos especificos

Determinar a riqueza, diversidade, frequéncia de ocorréncia e abundancia relativa de espécies
de Mucorales em diferentes ecossistemas da Mata Atlantica localizado no Estado de
Pernambuco. Testar um representante de cada espécie isolada quanto a capacidade de
produzir tanase atraves de Fermentagdo em Estado Solido (FES).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. MUCOROMYCOTA DOWELD

A filogenia dos fungos zigospdricos tem sido amplamente discutida nas dltimas
décadas (O’ DONNELL et al., 2001; HIBBETT et al., 2007; VOIGT & KIRK, 2014; BENNY,
2016; SPATAFORA et al., 2016). As mais recentes alteracdes na classificacdo desses fungos
surgiram a partir do estudo de James et al. (2006), que sugeriram que o tradicional filo
Zygomycota era polifilético. Em seguida, Hibbett et al. (2007), com base na morfologia e em
relacBes filogenéticas, descreveu quatro subfilos com sede incerta para abrigar os espécimes
dos fungos zigosporicos: Mortierellomycotina Kerst. Hoffm., K. Voigt & P.M. Kirk,

Mucoromycotina Benny, Kickxellomycotina Benny e Zoopagomycotina Benny.

Apds um estudo filogenético de escala gendmica, Spatafora et al. (2016), propuseram
uma nova classificacdo e descricdo para os fungos zigospdricos, tendo dois filos sido
propostos: Mucoromycota Doweld e Zoopagomycota Gryganskyi, M.E. Smith, Stajich &
Spatafora. Mucoromycota abrange espécimes associados a producdo de estruturas sexuais
formadas a partir da copulacdo gametangial, denominada zigdsporos. As estruturas assexuais
podem incluir a formacdo de glomerosporos e esporos formados no interior de esporangios,
esporangiolos, merosporangios, e/ou a formacéo de clamiddsporos e/ou artrésporos. As hifas
na maioria das vezes sdo cenociticas, grandes em diametro, e tendem a possuir septos
acidentais delimitando as estruturas reprodutivas (SPATAFORA et al., 2016). Esse filo
compreende trés subfilos, [Glomeromycotina (C. Walker & A. SchulRler) Spatafora & Stajich,
Mortierellomycotina Kerst. Hoffm., Kerst. Voigt & P. M. Kirk e Mucoromycotina Benny], e
nove ordens, (Archaeosporales C. Walker & A. SchiBler, Diversisporales C. Walker & A.
Schufler, Glomerales J. B. Morton & Benny, Paraglomerales C. Walker & A. Schufler,
Mortierellales Caval.-Sm., Endogonales, Mucorales Fr., Umbelopsidales Spatafora &
Stajich,) (SPATAFORA et al., 2016).

2.2. MUCOROMYCOTINA BENNY

Mucoromycotina é um dos quatro subfilos propostos por Hibbett et al. (2007) para
alocar espécies do antigo filo Zygomycota, atualmente desconsiderado por ser polifilético
(JAMES et al., 2006). Esse subfilo, quando proposto, abrangia trés ordens: Endogonales
Moreau ex R. K. Benj., Mucorales Fr. e Mortierellales Caval.-Sm (HIBBETT et al., 2007).
Endogonales abriga fungos saprébios ou ectomicorrizicos, enquanto Mucorales abrange

espécimes saprébios e parasitas facultativos. Mortierellales comporta apenas espécies
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saprobias. Em seguida, com base em anéalises filogenéticas multigénicas e morfoldgicas, 0
subfilo Mortierellomycotina Kerst. Hoffm., Kerst. Voigt & P. M. Kirk foi proposto
(HOFFMAN et al., 2011) e passou a abranger os espécimes de Mortierellales.

Representantes de Mucoromycotina sdo caracterizados por produzirem zigosporangio
e zigosporo (KENDRICK, 2000), sendo esse ultimo um esporo sexuado de parede lisa ou
rugosa, geralmente escuro e que pode permanecer em estado latente por longos periodos,
germinando em condicOGes favoraveis (BENNY et al., 2001). A reproducdo assexuada €
desconhecida nos Endogonales, enquanto nos Mucorales ocorre pela producdo de esporos
formados no interior de esporangios, esporangiolos ou merosporangios (BENJAMIN, 1979;
BENNY, 2009). A partenogénese ¢ uma forma rara de reproducdo assexuada que pode
ocorrer em algumas espécies das duas ordens, em que 0s gametangios envolvidos ndo se
unem na copulacdo, iniciando a formacdo de um azigdésporo, esporo morfologicamente
idéntico ao zigdsporo, porém com metade do seu tamanho (BENJAMIN & MEHROTRA,
1963; BENNY, 2009).

Estima-se que espécimes Mucoromycotina tenham origem no periodo Pré-Cambriano
(BLAIR, 2009) e, estando filogeneticamente inseridas dentre as linhagens basais dos fungos,
linhagens de desse subfilo participaram da histéria evolutiva, adaptando-se e ocupando com
sucesso os diferentes habitats (KRINGS et al., 2013). S8o fungos em maioria saprobios,
embora algumas espécies possam ser simbiontes de plantas (Endogonales) ou parasitas de
animais, plantas e fungos (Mucorales) (WHITE et al., 2006; RICHARDSON, 2009). Séo
capazes de crescer em diversos substratos, como solos, frutos, folhas, grdos e alimentos
estocados, excrementos de animais e em insetos (TRUFEM et al., 2006; SANTIAGO et al.,
2008).

2.3. MUCORALES SCHROTER

A ordem Mucorales é a maior em numero de espécies dentro de Mucoromycotina,
possuindo mais 200 espécies descritas (HAWKSWORTH et al.,, 1995). Inicialmente,
Mucorales possuia quatro familias (VAN TIEGHEM, 1878), tendo outras sido adicionadas
por outros autores. Algumas das familias acrescentadas tornaram-se ordens, como
Dimargaritales R. K. Benjamin, Endogonales, Kickxellales Kreisel ex R. K. Benjamin e
Zoopagales Bessey ex R. K. Benjamin, enquanto outras familias foram realocadas dentro
dessas ordens por Benjamin (1979). Benny (2009) considerou apenas as familias Mucoraceae

Dumort. e Umbelopsidaceae W. Gams & W. Meyer. Todas as outras foram sinonimizadas
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com Mucoraceae. No entanto, analises filogenéticas sugeriram que muitas das familias
deveriam ser separadas de Mucoracae, dentro de Mucorales (VOIGT & OLSSON, 2008;
VOIGT et al., 2009). Atualmente, Mucorales possui 55 géneros distribuidos em 14 familias:
Umbelopsidaceae, Lentamycetaceae K. Voigt & P.M. Kirk; Syncephalastraceae Naumov ex
R.K. Benj.; Lichtheimiaceae Kerst. Hoffm., G. Walther & K. Voigt, Phycomycetaceae Arx,
Saksenaeaceae Hesselt. & JJ. Ellis, Radiomycetaceae Hesselt. & JJ. 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 (BENNY et al., 2009; HOFFMANN et
al., 2013).

Espécimes de Mucorales sdo facilmente distintos dos outros fungos por apresentarem
caracteristicas marcantes, como o rapido crescimento micelial, mesmo em meios de cultura
simples, produzindo estruturas assexuais em abundéncia, com excegdo de Umbelopsis Amos
& H.L. Barnett, que apresenta crescimento limitado (BENNY et al., 2001). O micélio
geralmente é bem desenvolvido, de aspecto cotonoso com coloracdo variando entre branco,
amarelo, cinza, marrom, preto e laranja (ALVAREZ, 2013). Apresentam hifas cenociticas ou
irregularmente septadas, com parede celular composta principalmente por quitina e quitosana,

que podem se diferenciar em rizoides, estol6es e esporangidforos (KIRK et al., 2008).

Os esporangio6foros podem originar-se dos micélios aéreo ou imerso no substrato,
podendo ser isolados ou agregados, eretos ou circinados, simples ou com ramificacdes
cimosas, racemosas, simpodiais ou monopodiais (VIRIATO, 2003). Os esporangiosporos sao
produzidos em esporangios multi-esporados ou em suas variagbes morfoldgicas, como
esporangiolos, que Sd0 esporangios pequenos COM POUCOS eSporos ou unisporados, ou em
merosporangios, que sdo esporangios cilindricos ou claviformes que portam
merosporangidsporos (ou merdsporos) dispostos em cadeia (ALVAREZ, 2013). A columela,
estrutura presente no interior do esporangio, ou a vesicula, localizada na porcao terminal dos
espordforos, séo estruturas observadas nos representantes dessa ordem (HOFFMANN et al.,
2013). As columelas apresentam formas variadas, podendo ser clavadas, conicas, esféricas,
espatuladas, hemisféricas, obovoéides, ovoides ou piriformes. Podem ser lisas ou incrustadas,
com ou sem projecdes apicais (AINSWORTH et al., 1971; BENNY et al., 2001).

Em Mucorales, a reprodugéo sexuada se inicia com a copulagdo gametangial, sendo

menos comum do que a assexuada e, em varias espécies, a presenca do zigosporo (esporo de
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origem sexuada) ainda ndo foi reportada (O’DONNELL et al., 2001). Varios autores apontam
a importancia do zigosporangio na taxonomia, sendo a presenga ou auséncia dessa estrutura,
bem como o tipo de ornamentacdo e a presenca de apéndices na mesma, que surgem a partir
das células suspensoras, importantes fatores a serem considerados para ajudar na identificacdo
de espécies de alguns géneros, como Absidia Tiegh., Lichtheimia Vuill. e Mycocladus
Beauverie (HOFFMANN et al., 2007).

A reproducdo assexuada também ocorre por fragmentacdo das hifas, producdo de
clamidésporos ou por gemacdo, essa Ultima observada nos espécimes dimorficos
(ALEXOPOULOS et al., 1996). O dimorfismo pode ser observado em algumas espécies de
Mucorales, principalmente de Mucor Fresen., em que algumas espécies sdo capazes de
alternar entre as formas filamentosa e leveduriforme (ORLOWSKI, 1991). A forma de
levedura pode ocorrer sobre determinadas temperaturas e variagdes dos niveis de glicose no
substrato e de oxigénio disponivel (BARTNICKI-GARCIA, 1963).

Mucorales abrange espécimes cosmopolitas, oligotréficos ou mesotréficos, conhecidos
como “fungos do acucar”, por degradarem carboidratos simples, sendo os primeiros a
colonizarem o substrato (RICHARDSON, 2009). Representantes dessa ordem apresentam
grande importancia ecoldgica nos substratos em que vivem, decompondo matéria organica e
iniciando o processo de sucessdo ecoldgica. Essse fungos tém o solo como principal habitat,
mas sdo capazes de colonizar diversos substratos de matéria organica animal ou vegetal.
Sendo R estrategistas, investem em esporulacdo e crescimento micelial, colonizando os
substratos rapidamente (DIX & WEBSTER, 1995; BILLS et al., 2004). A maioria dos
especimes da ordem sdo mesofilicos, com 6timo crescimento e esporulacao entre 20 e 30 °C.
Alguns géneros, como Lichtheimia, Rhizopus Ehrenb. Rickia, Rhizomucor Lucet & Costantin
e Thermomucor Subrahamanyam, B.S. Mehrotra & Thirum., abrangem espécimes
termofilicos ou termotolerantes (SANTIAGO et al., 2014).

O répido crescimento e a termotolerancia facilitam a acdo dos patogénos em
hospedeiros endotérmicos (RICHARDSON, 2009). Dessa forma, muitos espécimes de
Mucorales, principalmente de Lichtheimia, sdo causadores de mucormicoses em seres
humanos, principalmente em individuos imunocomprometidos (RIBES et al., 2000; RODEN
et al., 2005; SKIADA et al., 2011; HOFFMANN et al., 2013). Alguns representantes de
Mucorales, como Choanephora cucurbitarum (Berk & Ravenel) Thaxt. e Rhizopus stolonifer
(Ehrenb.) Vuill., sdo conhecidos por infectarem 6érgdos vivos de plantas, principalmente os
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frutos (DENNIS, 1983), além de serem contaminantes de gréos e alimentos estocados. Outros
podem ser encontrados parasitando outros fungos, sendo conhecidos como micoparasitas,
como observado em taxons de Parasitella (PARTIDA-MARTINEZ & HERTWECK, 2005;
BENNY, 2009).

Representantes de Mucorales sdo importantes para as industrias farmacéutica, téxtil e
de alimentos. Vérias enzimas, como amilase, inulinase, lipases e proteases sdo produzidas por
estes fungos para uso industrial (ALVES et al., 2005; SANTIAGO; SOUZA-MOTTA, 2006).
Espécies de Rhizopus sdo utilizadas em fermentados & base de arroz, produzidos na Asia e
conhecidos como Tempeh (HESSELTINE, 1986; NOUT & KIERS, 2005; ALVAREZ, 2013).
Muitas espécies também sdo utilizadas na aplicacdo de licopenos e quitosana, como Blakeslea
trispora Thaxt. (WU et al.,, 2005; HOFFMAN et al., 2013), e na producdo de acidos
organicos, como Mucor spp. (KAVADIA et al., 2001; MAGNUSON & LASURE, 2004).
Espécies de Cunninghamella sdo comumente utilizadas em processos de biorremediacdo
(YAN & VIRARAGHAVAN, 2003; ZAFAR et al., 2007).

2.4. DOMINIO MATA ATLANTICA

O Dominio de Mata Atlantica corresponde a um dos 25 “hotspots” do planeta que
abrigam elevado nimero de espécies endémicas, sendo considerado uma das areas mais ricas
em biodiversidade do planeta (MYERS et al.,, 2000; TABARELLI et al., 2005). A Mata
Atlantica corresponde a um mosaico de florestas e ecossistemas associados que inclui
Florestas Ombrofilas Densas, Ombroéfilas Mistas, Ombroéfilas Abertas, Estacionais
Semideciduais e Estacionais Deciduais, manguezais, restingas e campos de altitude
associados, brejos interioranos e encraves florestais da Regido Nordeste (IBGE, 2011; SOS
MATA ATLANTICA, 2011). O dominio fitogeogréfico da Mata Atlantica estende-se além da
costa brasileira, até territérios da Argentina e Uruguai (LAGOS & MULLER, 2007).

No Brasil, esse dominio se estende por 1.306.000 km2, o que representa 15% do
territorio nacional, abrangendo 17 estados (SOS MATA ATLANTICA, 2011). Além da
regido litoranea, a Mata Atlantica esta presente em regides de planaltos e serras no interior do
pais (RIZZINI, 1963; RIZZINI, 1997). A variedade de formacbes e composicdo floristica
muda de acordo com a geografia e condi¢des climaticas (BARBOSA, 1996). No Nordeste, a
Mata Atlantica esta distribuida nos estados da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba,
Rio Grande do Norte, Ceara e Piaui, sendo composta por formacdes pioneiras, porcoes de

floresta ombrdfila densa e aberta, floresta estacional semidecidual e decidual, brejo
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nordestino, esse Ultimo composto por ilhas de floresta estacional encravadas no semi-arido. A
vegetacdo da Mata Atlantica é fortemente influenciada pela distancia em relacdo ao litoral,
altitude e variacdo sazonal (TABARELLI et al., 2005).

A Floresta Ombrofila densa é a formacdo mais representativa da Mata Atlantica
“sensu lato”, e tem como importante caracteristica ecolégica o fato da vegetacdo estar
inserida em ambientes ombrofilos, ou seja, que possuem elevada precipitacdo ao longo do ano
e temperaturas médias de 25 °C. O solo, em geral, € sempre raso e Umido, principalmente
devido as arvores de grande porte que dificultam a entrada de luminosidade (CRUZ et al.,
2007). A vegetagdo é diversificada, com &rvores lenhosas que apresentam 20 metros de
dossel, além de espécies herbaceas e epifitas (RODERJAN et al., 2002). Estima-se que
existam mais de 700 espécies arboreas, sendo a maioria exclusiva desse tipo vegetacional
(REIS, 1995).

Florestas de Tabuleiros sdo ecossistemas que se desenvolvem as margens da Floresta
Ombrdfila, em solos arenosos e com vegetacdo aberta (TAVARES, 1964; ANDRADE LIMA,
1970). E uma das subdivisdes da zona litoral presente em altitudes entre 100 e 150 metros. A
fitofisionomia é bastante semelhante a do Cerrado central, sendo considerada por vezes como
encrave de savana (OLIVEIRA-FILHO, 1993). No entanto, a formacédo vegetal € uma mistura
de espécies litoraneas e do Cerrado, ndo podendo ser caracterizada como Cerrado (RIZZINI,
1979). Quando muito proximos do litoral, os tabuleiros formam um continuum vegetacional
de dificil delimitacdo junto com a restinga, compartilhando vérias espécies de plantas
(TAVARES, 1964; ANDRADE LIMA, 1970).

As restingas sdo formacdes costeiras, com influéncia marinha, presentes em solos
arenosos e que apresentam uma grande variedade na composicdo de comunidade
vegetacional, apresentando desde tipos herbaceos até arbustivos e arbéreos (IBGE, 2011).
Silva & Britez (2005) descreveram e caracterizaram a restinga de acordo com sua fisionomia.
A formagdo com predominio fisiondmico de especies herbaceas foi denominada de “campo
de restinga”, enquanto “fruticeto” apresenta o predominio de arbustos e algumas espécies
arboreas. A fitofisionomia com predominéncia de arvores e espécies epifitas foi denominada

de” floresta de restinga”.

Os manguezais sdo considerados como um sistema intermedirio de ecossistemas
terrestres e aquaticos condicionados as variacbes da maré e expostos as diferentes condicoes

extremas de salinidade. S&o ecossistemas ricos em matéria organica, servindo como abrigo e
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bercario da fauna marinha. Nestes ambientes, os solos possuem baixa oxigenagdo com
elevada concetracdo de salinidade e sulfetos (SCHAEFFER-NOVELLI, 2002). Os
manguezais podem penetrar por quilémetros adentro do continente, ndo se restrigindo apenas
a orla maritima (LACERDA et al., 2006).

A Mata Atlantica é um dos dominios mais ameacados do planeta. No Brasil, grande
parte da populagéo vive nesse “hotspot” que possui um historico de exploracdo que se iniciou
ainda no periodo colonial. A préatica de ciclos extrativistas e 0 uso indiscriminado de seus
recursos culminou na devastacdo e fragmentacdo da Mata Atlantica brasileira, 0 que
ocasionou uma enorme perda de biodiversidade (RESENDE et al., 2002). No Nordeste,
principalmente no estado de Pernambuco, os indices de desmatamento sdo mais graves,
estando a maioria das florestas preservadas no Sul do Pais e na Bahia (SOS MATA
ATLANTICA, 2011). Em Pernambuco, existem poucas areas de endemismo, restando apenas
5% da floresta original (TABARELLI et al., 2005). A Mata Atlantica possui uma biota
altamente diversificada, acreditando-se que abrigue 8% da biodiversidade mundial
(CONSERVATION INTERNATIONAL DO BRASIL, 2000). Esse dominio abriga muitas
espécies endémicas de plantas, mamiferos, aves, répteis, anfibios e micro-organismos,
incluindo os fungos (MYERS et al., 2000).

2.5. MUCORALES EM SOLO DE MATA ATLANTICA E DE ECOSSISTEMAS
ASSOCIADOS

O solo de Mata Atlantica apresenta uma biota composta por micro-organismos
variados, como algas, bactérias e fungos (MICHEREFF et al., 2005) que participam da
sustentabilidade e manutencdo desse substrato. Dentre 0s micro-organismos supracitados, 0s
fungos sdo os mais abudantes (BILLS et al., 2004), desempenhando um papel importante
nesse substrato, decompondo a matéria organica e realizando a ciclagem de nutrientes,
disponibilizando-os para os demais organismos (HILL et al., 2000). Como principal habitat
dos fungos, inclusive dos Mucorales, diversos trabalhos foram realizados sobre o isolamento e

identificacdo desse grupo de fungos nesse substrato.

Warcup (1951) investigou a influéncia do tipo de solo de restingas na comunidade de
fungos filamentosos em Lakenheath Warren, Inglaterra. Foram coletadas amostras de solo e 0
método de plagueamento direto foi utilizado. Foram isoladas 33 espécies de Mucorales, sendo
Absidia, Mucor e Zygorhynchus Vuill. os géneros mais frequentes. Poucas espécies, como A.

glauca Hagem, A. orchidis Bainier (=A. caerulea Bainier) e M. lausannensis Lendn.,
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estiveram presentes na superficie do solo, sendo A. cylindrospora Hagem a espécie mais
abundante.

Eicker (1969) isolou 17 espécies de Mucorales em duas florestas tropicais na Africa
do Sul, similares as florestas Umidas da Mata Atlantica. Foram obtidas A. cylindrospora,
Backusella lamprospora (Lendn.) Benny & R.K. Benj (Como M. lamprospora),
Cunninghamella elegans Lendn., C. echinulata (Thaxt.)Thax, Gongronella butleri (Lendn.)
Peyronel Dal Vesco, Mucor circinatus D.X. Lima, G.Walther & A.L. Santiago (como
Circinella simplex), M. circinelloides Tiegh., M. flavus Bain., M. fragilis Bain., M. hiemalis
Wehmer (como M. vallesiacus), M. moelleri (Vuill.) Lendn., M. racemosus Fresen., M.
strictus Hagem, (como M. varians), M. silvaticus Hagem, Rhizopus arrhizus A. Fisch, (como
R. oryzae) e R. stolonifer (Ehrenb.) Vuill. O autor considera que fungos dessa ordem sé&o
comuns em solos &cidos. Absidia cylindrospora, C. elegans e G. butleri exibiram maior
namero de isolados, tendo G. butleri sido considerada abundante nesse ecossistema.

Em extensivas investigacdes sobre a relagdo ecoldgica de fungos filamentosos em
solos com condicdes extremas, Lee & Baker (1972) isolaram fungos a partir de solos de
manguezais no Havai e realizaram estudos para avaliar os niveis de tolerancia desses fungos a

variacdo de temperatura e salinidade. Apenas Mucor circinatus (como C. simplex) foi isolada.

Varghese (1972) realizou estudo para caracterizar a comunidade de fungos solo em
area natural e de plantagdes numa floresta tropical da Malasia, visando explorar as inter-
relacbes dos fungos a esses respectivos habitats. A area natural de floresta tropical foi
caracterizada como “florestas climax climéatica”, com espécies comuns as florestas brasileiras.
A partir do isolamento dos fungos do solo pelo método de dilui¢bes sucessivas, C. echinulata,
C. blakesleeana Lendner e R. microsporus Tiegh. (como M. microsporus) foram isoladas e

consideradas raras nas duas areas.

Trufem (1981a,b,c) isolou e descreveu alguns géneros de Mucorales em solos de Mata
Atlantica do estado de Sdo Paulo, como Absidia, Circinella van Tieghem & Le Monn.,
Cunninghamella Matr., Gongronella Ribaldi, Mucor e Rhizopus. Dentre as espécies descritas
estdo A. cylindrospora, A. pseudocylindrospora Hesselt. & J.J. Ellis, A. repens Tiegh., A.
spinosa var. biappendiculata Rall & Solheim, Circinella angarensis (Schostak.) Zycha, C.
muscae (Sorokin) Berl. & De Toni, C. rigida G. Sm.,, C. bainieri Naumov, C. echinulata, C.
elegans, G. butleri, Mucor circinatus (como C. Simplex), M. corticolus Hagem, M. fuscus

Bainier, M. fragilis, M. genevensis Lendn., M. heterosporus A. Fisch., M. hiemalis, M.



28

mousanensis Baijal & B.S. Mehrotra, M. piriformis A. Fisch, M. rufescens A. Fisch., M.

suhagiensis M.D. Mehrotra, R. arrhizus (como R. oryzae) e R. stolonifer (como R. nigricans).

Em trabalho realizado na reserva ecoldgica Alto da Serra de Paranapiacaba, Santo
André, Sdo Paulo, Schoenlein-Crusius & Milanez (1997) obtiveram 13 taxons de Mucorales
em folhedo, solo e agua. Mucor foi mais frequente, sendo representado por quatro espécies e
duas variedades, seguido por Rhizopus e Mucor (como Zygorhynchus). Mucor hiemalis e M.
circinelloides foram consideradas frequentes nos solos de Mata Atlantica. Estes autores
reportaram pela primeira vez M. silvaticus (como M. hiemalis f. silvaticus), R. arrhizus, R.
oligosporus Saito, M. japonicus Komin (como Z. japonicus) e M. macrocarpus Y. Ling

(como Z. macrocarpus) para a Mata Atlantica.

Santos et al. (1998) estudaram a diversidade de fungos do solo em trés areas, uma
floresta de Eucaliptos, uma mata de intersecdo e uma area remanescentes da Mata Atlantica,
na llha dos Eucaliptos, na Represa de Guarapiranga, em Sao Paulo. Foram reportados nove

taxons de Mucorales, sendo Cunninghamella phaeospora Boedijn o tdxon mais frequente.

Em trabalho realizado na estacdo ecoldgica de Juréia-Itatins, no estado de Sdo Paulo,
Tauk-Tornisielo et al. (2005) compararam a diversidade entre uma area natural e outra
revegetada. Em ambas as areas foram isolados especimes de C. simplex, C. elegans e M.

hiemalis. Circinella simplex foi mais frequente dentre os Mucorales.

Schoenlein-Crusius et al. (2006) obtiveram elevada diversidade de Mucorales de solo
e folhedo de Mata Atlantica, em Cubatdo, Sdo Paulo, tendo reportado 40 tdxons entre 1993 e
1995. Mucor amphibiorum Schipper, M. prayagensis Mehrotra & Nand ex Schipper e

Parasitella parasitica (Bain.) Syd. foram relatadas como primeiras ocorréncias para o Brasil.

Com interesse em caracterizar as espécies de fungos como comuns ou ocasionais em
solos da restinga, Deacon et al. (2006) obtiveram 48 isolados da restinga de Roxburghshire,
Reino Unido. Dentre os Mucorales isolados, M. hiemalis (Fi=41,80%) e A. cylindrospora
(11%) apresentaram elevadas frequéncias de ocorréncia, sendo consideradas abundantes,
enquanto M. saturninus (0,2%) e M. silvaticus (0,3%) mostraram baixa frequéncia de

ocorréncia, sendo consideradas ocasionais.
2.6. ENZIMAS E MUCORALES

Os fungos desempenham um importante papel ecologico, estando relacionados

diretamente com a decomposicdo da matéeria organica. Esses organismos sdo capazes de
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sintetizar diversos compostos de interesse industrial, como acidos graxos, antibidticos,
vitaminas e enzimas (VELAZQUEZ-CEDENO et al., 2002).

As enzimas sdo proteinas que catalizam reacGes quimicas essenciais para 0
metabolismo dos organismos, auxiliando a degradagdo da matéria organica. Esses
catalizadores podem ser classificados como: oxidorredutases (quando catalisam reacdes
oxidoredutoras), transferases (catalisam a transferéncia entre moléculas), hidrolases
(catalisam reacdes de hidrdlise), liases (atuam na adicdo/remocdo de ligacdes duplas),
isomerases (quando um substrato transforma-se em um produto isdmero) e ligases (catalisam
a ligacdo covalente de moléculas, ocasionado a quebra de ligacdo de alta energia)
(ORLANDELLI et al., 2012).

A estabilidade de uma enzima em elevadas temperaturas € um atributo muito
importante para industria. Por exemplo, celulases termoestaveis exibem elevada capacidade
degradar lignocelulose a 65 °C (VIIKARI et al., 2007). Enzimas produzidas por fungos
mesofilicos geralmente possuem uma estabilidade até 50 °C, enquanto fungos termofilicos séo

capazes de produzir enzimas termoestaveis que suportam até 70 °C.

A ordem Mucorales apresenta géneros termofilicos ou termotolerantes capazes de
produzir enzimas termoestaveis (BERKA et al., 2011). Embora sejam conhecidos por
degradarem preferencialmente aclcares sollveis, alguns espéciemes de Mucorales também
sdo capazes de degradar moléculas complexas como pectina, proteinas, lipidios e
hemicelulose (SCHULEIN, 2000; DOMSCH et al., 2007) e, para isso, produzem enzimas de
interesse biotecnoldgico, como amilases, pectinases, proteases, lipases, inulinases e celulases
(HOFFMANN et al., 2013; LIMA et al., 2016). No entanto, existem poucos trabalhos

realizados quanto a producéo de tanase produzida por representantes de Mucorales.

Em uma triagem em ensaio utilizando meio de cultura sélido contido em placas de
Petri por fungos produtores de tanase, Bradoo et al., (1996) testaram 50 espécimes, dentre 0s
capazes de produzir a enzima, foram encontrados Cunnighamella sp., Syncephalastrum
racemosum e Helicostylum sp. Os autores reportaram o primeiro registro da producdo de

tanase extracelular por membros de Mucorales.

Kar & Banerjee (2000) utilizaram sementes de Caesalpinia digyna, como substrato
rico em tanino, para producdo de tanase por uma linhagem de Rhizopus arrhizus (como R.

oryzae) isolada do solo. Os autores constataram que a melhor perfomace para producgédo
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enzimética (30 U/mL) dessa espécie foi atraves do método de fermentacdo em estado solido,
com teor de umidade do substrato de 93% e incubada s a 32°C por 72 horas.

Banerjee et al. (2005) utilizaram o método de co-culturas de Rhizopus arrhizus e
Aspergillus foetidus para maximizar a producdo de tanase atraves de fermentacdo em estado
solido, utilizando frutas de Terminalia chebula e pé de sementes Caesalpinia digyna como
substrato. Os autores conseguiram otimizar o processo da produ¢do obtendo um rendimento
de 40 U/mL, utilizando um teor 80% de umidade do substrato incubado a 30°C por 48h.
Utilizando uma linhagem geneticamente modificada de A. foetidus no método de co-cultura
com R. arrhizus, Purohit et al. (2006) reportaram uma producéo de 53.6 U/mL, sugerindo que
a modificacdo genética de espécimes pode aumentar o desempenho na producdo dessa

enzima.
2.7. TANASE

A tanase foi descoberta em 1967, por van Thiegem, apds observar o crescimento de
Penicillium glaucum Link e Aspergillus niger Tiegh. em um experimento sobre a formacao de
acido galico em uma solucdo aquosa de taninos. Essa enzima hidrolisa ésteres e ligacdes
laterais de taninos hidrolisaveis, como &cido tanico, em glicose e acido gélico (HELBIG,
2000; COSTA et al., 2008), sendo extracelular induzivel e produzida na presenca de acido
tanico por fungos filamentosos, bactérias e leveduras. O mecanismo de acdo da enzima para
degradacdo do acido tanico consiste na hidrolise de todas as ligacdes depsidicas do acido
tanico, em que ird ocorrer a liberacdo da 1,2,3,4,6-pentagaloilglicose e do acido galico. Em
seguida, residuos como galoil sdo removidos ate antes da liberacéo total da glicose (PINTO et
al., 2005b).

Os taninos sdo compostos fendlicos que provém do metabolismo secundario das
plantas e representam o quarto constituinte vegetal mais abundante, depois da celulose,
hemicelulose e lignina (SCALBERT, 1991). Presente na maioria das partes da planta, esse
composto pode ocorrer desde em vacuolos celulares, folhas, casca, frutos, semente até na
seiva. Os taninos sdo produzidos pelas plantas com a finalidade de defesa contra herbivoros e
parasitas (PINTO et al., 2005b).

A tanase possui uma vasta aplicacdo nas industrias de bebidas, cosméticos e
medicamentos (LEKHA & LONSANE, 1997). Por causa dos taninos, que sdo capazes de
formar compostos insollveis em agua com proteinas, gelatinas e alcaloides, muitos frutos e

outros produtos vegetais produzem uma sensacao de adstringéncia no paladar (MONTEIRO
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et al., 2005). Na industria de sucos de frutas, 0 uso da tanase pode clarificar e reduzir
adstringéncia de frutas ricas em taninos (ROUT & BANERJEE, 2006). A tanase também ¢é
empregada na producdo de bebidas alcodlicas para reduzir a turbidez causada pelos
compostos fendlicos, em que atuard quebrando os polifendis presentes no vinho e no malte da
cerveja (LEKHA & LONSANE, 1997). Outra aplicagdo bastante comum da tanase é na
producdo de &cido galico e propil galato, utilizados como antioxidantes em alimentos e
cosméticos (SHARMA & GUPTA, 2003). Na industria alimenticia, essa enzima é utilizada
contra a auto-oxidacdo de lipidios, em Oleos e gorduras utilizados na fritura, produtos
congelados e pré-cozidos, leite de soja, queijos e racdes para animais (MAI et al., 1990). Nas
racdes a tanase atua aumentando a digestibilidade dos constituintes vegetais, ricos em taninos

gue animais jovens nao conseguem digerir facilmente (MESCHONAT et al., 2001).

Varios micro-organismos tém sido relatados como produtores de tanase, destacando-se
os fungos filamentosos. Aspergillus e Penicillium sdo considerados os melhores produtores
desta enzima (AGUILLAR et al., 2007). Embora vérias espécies de Mucorales sejam capazes
de produzir enzimas de interesse biotecnolégico, trabalhos experimentais que comprovem a

producdo potencial de tanases ainda séo escassos (CORDEIRO NETO et al., 1997).
2.8. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)

O processo de fermentacdo em estado sélido (FES) € caracterizado pelo crescimento
do micro-organismo em substratos solidos, geralmente residuos vegetais e na auséncia de
agua livre. Esse método apresenta como vantagens a reducdo nos custos energéticos e no
volume do fermentador, permitindo a obtencdo de metabdlitos de forma concentrada,
tornando a recuperacdo mais rapida e econdmica, além de possuir um baixo risco de

contaminacgéo devido a baixa atividade de &gua (PANDEY, 2003).

A FES é utilizada ha séculos para a producdo de alimentos fermentados orientais
(RADNAABAZAR et al., 2011; ZHANG et al., 2013). No entanto, a partir de 1980, esse tipo
de fermentacdo vem despertando o interesse industrial, pois 0s custos nos processos de
fermentacdo submersa (FS) séo bastante elevados para a producdo de enzimas (RAHARDJO
et al., 2005). Apesar das vantagens da FES sobre a FS, principalmente do ponto de vista
econdmico socio ambiental, ainda existem dificuldades na concepcdo de biorreatores e
limitacOes em relagcdo aos processos que envolvem os micro-ogranismos (YEGIN et al., 2011;
RAVIKUMAR et al., 2012). Essa dificuldade se da pelo pouco conhecimento da fisiologia

dos fungos utilizados no processo, necessitando que as empresas invistam em pesquisadores
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que déem mais atencdo para a parte microbiolégica, como a quantidade de inoculo e
temperatura ideal de crescimento do organismo utilizado (BARRIOS-GONZALEZ, 2012).

Higashio & Yoshioka (1982) demonstraram o quanto método da FES aumenta a
eficinéncia na producdo enzimatica. Os autores utilizaram linhagens de Mucor racemosus
Fresen. para a producdo de protease coagulante e obervaram que a FES atingiu a producéo de
6500 U/g de substrato solido, o que corresponde a 600-1000 U/mL, enquanto, utilizando a FS,
obteve-se uma atividade enzimatica entre 600 e 800 U/mL. Além da produtividade da enzima
ser maior usando o sistema de FES, outros pardmentros, como taxa maxima de crescimento
especifico, nivel de biomassa méxima, producdo de enzima/biomassa e a taxa de producao
secundaria ou de decomposicdo, foram melhores com a FES em relacdo a FS (VINIEGRA-
GONZALEZ, 2003).

O método de FES tem recebido crescente atencdo também pelo fato de se apoiar na
conscientizacdo ecologica e sustentabilidade ambiental, pois desempenha um papel de
destaque no aproveitamento de residuos agricolas para a producdo das enzimas (PINTO et al.,
2005a). Um critério importante para a producdo de enzimas por FES é a selecdo dos
substratos, pois a reciclagem dos mesmos pode agregar valor e reduzir os custos na producéo
das enzimas (SILVA et al., 2009). O tamanho do substrato € outro fator importante para a
producdo, pois particulas de substrato menores fornecem uma menor area de superficie para o
micro-organismo, resultando na aglomeragdo do substrato e proporcionando um crescimento
limitado, enquanto particulas maiores propiciam uma melhor aeracdo (COUTO &
SANROMAN, 2006).

29. MANGA (MANGIFERA INDICA L))

Os setores agroindustriais produzem grandes quantidades de residuos que podem ser
poluentes. Atualmente, os conceitos de minimizacdo, aproveitamento e bioconversdao de
residuos estdo cada vez mais difundidos nos setores agroindustriais (LAUFENBERG et al.,
2003).

A manga é um fruto da mangueira que pertencente a familia Anacardiaceae. E uma das
frutas tropicais de maior expressédo econdémica nos mercados brasileiro e internacional. Essa
fruta apresenta um aroma doce com aparéncia e cor exoticas, com tamanho e forma variaveis,
além de possuir grande quantidade de polpa com abundancia de carotenoides e carboidratos
(BRANDAO et al., 2003). A composi¢io quimica do fruto depende da variedade e do estagio

de maturacdo, assim como das condi¢des de cultura. Em geral, a fruta in natura é constituida



33

principalmente por &gua, carboidratos, acidos organicos, sais mineirais, proteinas, vitaminas
(A, C e do Complexo B) e pigmentos, além de taninos (ROZANE et al., 2007).

O Brasil é um dos principais produtores de manga do mundo. Segundo a EMBRAPA
(2004), houve uma producdo em 2007 de 1.272.184 toneladas de fruta, com a exportacdo de
116.047 toneladas. O Nordeste é a principal regido produtora do pais, com uma participacao
de 76% no mercado, sendo Pernambuco o segundo maior produtor com cerca de 196.908
toneladas, perdendo apenas para a Bahia, onde a producdo ocorre principalmente no Vale do
Séo Francisco (EMBRAPA, 2011).

A manga é uma das frutas tropicais que compdem a dieta alimentar das classes média
e alta brasileiras. O fruto é comercializado quase que exclusivamente na forma in natura, mas
também pode ser encontrado como polpa congelada. Essa polpa pode ser empregada na
elaboracdo de sucos e néctares, além de ser adicionada a sorvetes, licores e outros produtos
(EMBRAPA, 2004). Estima-se que, anualmente, no Brasil, sejam produzidas cerca de 35
toneladas de residuos de manga por industria de polpas. Tais residuos, por conterem elevado
teor de taninos e celulose, sdo uma alternativa viavel para a producdo de tanase e celulase
através da FES, utilizando fungos (CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1. AREAS DE ESTUDO

A Reserva Ecoldgica Dois Irmaos (8°31'55.8"”S 37°15'34.2""W) localiza-se em torno
do perimetro urbano da cidade do Recife, Pernambuco, nordeste do Brasil (RIBEIRO et al.,
2007). A area possui cerca de 387 ha e compreende uma Reserva Ecologica de Mata
Atlantica. O clima ¢ tropical costeiro quente e imido com temperatura anual de 25 °C, com
periodo chuvoso que se esternde de margco a agosto e precipitacdo anual de 2.460 mm
(MOURA-JUNIOR et al., 2010). A Reserva Ecoldgica contém uma vegetacdo caracterizada
como floresta ombroéfila densa, incluindo estratos arbdreo e arbustivo, com um dossel que
atinge 35 m em altura. O solo é composto principalmente de associa¢fes de latossolos,
podzélicos e podzois (COUTINHO et al., 1998).

A Reserva Bioldgica de Saltinho (8°43'09"S 8°44'13"S) e Area de Protecdo Ambiental
de guardalupe (35°10'11"W 35°11'02"W) estdo situadas na mesoregido da mata
pernambucana, localizada a 100 km de Recife, abrangendo os Municipios de Tamandaré e
Rio Formoso. O clima € caracterizado como Umido (As’), segundo Koppen, com temperatura
média anual de 25° C. As chuvas sdo bem distribuidas ao longo do ano, ndo havendo uma
estacdo verdadeiramente seca, com maior precipitacdo entre os meses de marco e julho,
enquanto o periodo de baixa precipitacdo ocorre nos meses de outubro, novembro e
dezembro, apresentando precipitacdes meédias anuais de 1.500 a 2.000 mm. Os solos
predominantes na reserva sao latissolo, argissolo e gleissolo (IBAMA, 2003). A vegetacdo é
remanescente de Mata Atlantica, predominantemente composta por florestas ombroéfilas. O
dominio fitogeografico é diversificado, principalmente na APA de Guardalupe, que envolve a
REBIO, onde sdo observadas zonas florestais, zonas de tabuleiros, de restingas e de
manguezais (IBAMA, 2003; RODRIGUES et al., 2010).

As amostras do solo foram coletadas na Reserva Ecoldgica Dois Irmdos, Reserva
Bioldgica de Saltinho, duas areas naturais com fitofisionomias de florestas ombrofilas densas
(Figuras 1 e 2), e na APA de Guardalupe, em trés &reas naturais com fitofisionomias

diferentes: tabuleiro (Figura 3), restinga (Figura 4) e manguezal (Figura 5).

As florestas ombroéfilas densas ou Mata Atlantica senso latu apresentam estruturas
florestais bem desenvolvidas com dossel de 20 a 30 m e especies chegando a 50 m de altura.
Apresentam em sua composicdo floristica espécies das familias Anacardiaceae,

Euphorbiaceae, Lauraceae, Mimosaceae, Moraceae, Myrtaceae e Sapotaceae (IBAMA, 2003).
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O tabuleiro é um ecossistema que se desenvolve a margem da floresta atléntica,
apresentando espécies vegetais do cerrado em areas de solo arenoso proximas ao litoral. A
vegetacdo do tabuleiro surge em areas abertas em enclaves costeiros (ALMEIDA et al., 2009).
Além disso, o tabuleiro pode formar um continuo vegetacional com areas de restinga,

compartilhando espécies vegetais com esse ecossistema (ANDRADE LIMA, 1970).

Os ecossistemas de restingas apresentam uma comunidade bioldgica diversificada,
como consequéncia do grau de exposicdo as brisas marinhas e ao tipo de solo. A vegetacdo de
restinga pode variar em fisionomias, desde o tipo herbaceo praiano até o arbéreo fechado, em
que plantas, como Remiria maritima Aubl. e Canavalia rosea (Sw.), sdo encontradas
(SAMPAIOQ et al., 2005).

Os manguezais sdo ecossistemas expostos a condi¢fes de extrema salinidade, sendo
considerados sistemas intermediarios aquaticos e terrestres. Apresentam em sua cCOmMoposi¢do
Rhizophora mangle (Rhizophoraceae), Laguncularia racemosa (Combretaceae) e Avicennia
spp. (Acanthaceae) (CASTIGLIONI & COELHO, 2011).

Figura 1 - Aspecto da floresta ombrofila densa na Reserva Ecoldgica Dois Irmédos, Recife-PE.

Fonte: Diogo Xavier Lima.
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Figura 2 - Aspecto da floresta ombrofila densa na Reserva Bioldgica de Saltinho, Tamandaré-PE.
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Fonte: Diogo Xavier Lima.

Figura 3 - Aspecto do tabuleiro na Reserva Ecoldgica Dois Irmaos, Recife-PE.

Fonte: Diogo Xavier Lima.
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Figura 4 - Aspecto da restinga na APA de Guardalupe, Tamandaré-PE.

Fonte: Diogo Xavier Lima.

Figura 5 - Aspecto do manguezal na na APA de Guardalupe, Tamandaré-PE.

Fonte: Diogo Xavier Lima.
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3.2. COLETAS DOS SOLOS

Entre junho e dezembro/2014 foram realizadas sete coletas de solo. Em cada area,
foram distribuidos aleatoriamente oito quadrantes de 25m? (5 x 5m), respeitando uma
distdancia minima de 200m entre os mesmos. Em cada quadrante, foram coletadas seis
subamostras de solo em pontos equidistantes a uma profundidade de 20cm, totalizando 48
subamostras de solo para cada area por coleta. As amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos e conservadas em caixas de isopor com gelo durante o transporte. No laboratério de
Micologia da UFPE, foram homogeneizados volumes iguais das seis subamostras de cada
quadrante de coleta originando uma amostra composta por quadrante, totalizando oito

amostras compostas por area de coleta. No total, 280 amostras compostas foram analisadas.
3.3. ISOLAMENTO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DOS MUCORALES

Para o isolamento dos Mucorales dos solos, 5mg desse substrato foram adicionadas ao
meio de cultura de agar gérmen de trigo (BENNY, 2008), adicionado de cloranfenicol
(80mg.L), contido em placas de Petri. Para cada amostra de solo foram preparadas placas em
triplicata. O crescimento das colbnias foi acompanhado por 72 horas a 28 + 1 °C. Para a
purificacdo dos Mucorales, fragmentos das colonias foram transferidos separadamente para o
meio agar malte (O’DONNELL, 1979) adicionado de cloranfenicol (80mg.L™?), contido em
placas de Petri e, depois de confirmada a pureza, transferidos para tubos de ensaio contendo
batata dextrose dgar —- BDA (LACAZ et al., 2002).

Os taxons foram identificados pela observacdo das caracteristicas macroscopicas
(coloracdo, aspecto e diametro das coldnias) e microscopicas (microestruturas), de acordo
com as descri¢es de Benny (1982), Benny & Benjamin (1975), Schipper (1978, 1984, 1990),
Domsch et al. (2007), Hesseltine & Ellis (1964), Hesseltine & Fennel (1995), Hoffmann et al.
(2007), Zheng & Chen (2001), Zheng et al. (2007).

3.4. EXPERIMENTO DE CRUZAMENTO E CINETICA DE CRESCIMENTO DOS
MUCORALES

As temperaturas ideal e maxima para o crescimento dos isolados foi determinada para
especimes das espécies novas e primeiras ocorréncias. Discos de 5 mm de didmetro foram
inoculados na porc¢édo central de placas e Petri contendo o meio de cultura AEM e BDA. As
placas incubadas a 12, 15, 18, 20, 23, 25, 28, 30, 32 e 34°C tendo o crescimento sido
acompanhado por nove dias. O didmetro das colonias foi medido a cada dois dias.
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As experiéncias de cruzamento foram realizadas em trés placas contendo AEM a 20 e
25 °C. Dois discos de 5 mm de diametro foram retirados de cada col6nia e inseridos em lados
opostos das placas a 3 cm um do outro. Apos trés semanas, verificou-se a formacgdo do
zigosporo nas placas com auxilio de um estereomicroscépio (Leica EZ4). A fim de facilitar a

observacdo de zigosporos, adicionou-se etanol 95% as cultura (LIMA et al., 2017).
3.5. FREQUENCIA DE OCORRENCIA DOS MUCORALES

A frequéncia de ocorréncia (Fi) das espécies foi estimada segundo a equacdo: Fi =
Ji/k, em que: Fi = frequéncia de ocorréncia da espécie i; Ji = nUmero de amostras nas quais a

espécie i ocorreu; K = nimero total de amostras de solo.

De acordo com essa formula as espécies foram classificadas como: muito frequentes
(Fi > 10%), frequentes (> 5 < 10%), infrequetes (> 1 < 5%), e raras (< 1%) (HYDE &
SARMA, 2001).

3.6. ABUNDANCIA RELATIVA MUCORALES

A abudancia relativa de cada espécie de Mucorales nas quatro areas foi calculada
aplicando-se a formula: Ar = (Ni/N) x 100, em que: Ar = abudancia relativa da espécie i; Ni =

namero de UFC da espécie i; N = nimero total de UFC.
3.7.  INDICES ECOLOGICOS

Utilizando-se o programa Primer (CLARKE & GORLEY, 2006) foi determinada
riqueza de espécies, diversidade (Shannon Wiener) e equitabilidade (Pielou’s) dos Mucorales

nos solos inventariados.
3.8. ANALISE ESTATISTICA

A comparagdo da comunidade fungica entre as areas foi realizada atraves da Anélise
de Similaridade (ANOSIM), em que a matriz de similaridade Bray-Curtis foi representada
graficamente através da ordenagdo ndo métrica por escalonamento multidimensional (MDS).
Curvas de acumulacdo de espécies também foram calculadas para cada &rea, 0 que permitiu
estimar a riqueza total de cada area através de estimadores como Chao 1 e Jacknife 1. Para
essas analises multivariadas foi utilizado o programa Primer (CLARKE & GORLEY, 2006),
enquanto as analises de variancia (ANOVA) e comparacdo de médias, pelo teste de Tukey (p
= 0,05), foram realizadas utilizando-se o programa Statistica (STATSOFT, 1997).
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O pH foi aferido a partir da mistura de solo em agua na proporc¢éo de 1: 2,5, enquanto.

O AI**, teores de Ca?* e Mg?* do solo foram extraidos utilizando uma solugdo de 1 mL L™

KCI na proporgdo 1:10 e quantificados por titulagdo. Potéassio, Na e P foram extraidos com

solucédo de Mehlich-1 na proporc¢éo de 1: 1 (solo: solucdo). Os conteudos de K e de Na foram

determinados por fotometria de chama e o conteddo de P foi determinado por um

espectrofotbmetro no comprimento de onda de 725 nm. A acidez potencial (H + Al) foi

extraida com acetato de calcio e quantificada por titulacdo (EMBRAPA, 2009). Todas as

analises foram realizadas em triplicata (Tabela 1).

Tabela 1- Anéalise de fatores abidticos de amostras de solo de areas de floresta ombroéfila densa, tabuleiro,

restinga e mangue do solo da Reserva Bioldgica de Saltinho e da APA de Guardalupe.

pH P Ca Mg Na K Al H S CTC
C1FOD 56 6 1,25 14 007 016 07 895 29 12,5
C2FOD 55 8 1,3 14 007 018 07 8,9 2,9 12,4
C3FOD 54 6 1,2 155 008 025 08 8.8 2,86 12
C4FOD 56 10 1725 1,3 008 018 073 885 28 126
C5FOD 56 14 128 14 0,07 0.2 08 9 2,6 12,9
C6FOD 55 7 1,25 15 009 018 075 85 25 12,2
C7FOD 56 8 1,3 14 007 018 073 88 24 12
C1TAB 54 2 06 065 006 005 03 4,56 14 6,2
C2TAB 53 3 065 065 006 005 033 45 1,45 6.2
C3TAB 52 3 07 06 006 003 035 5.1 13 6.2
CATAB 54 5 06 07 005 004 03 43 1,35 6,5
C5TAB 53 2 065 065 006 005 03 457 1,37 6.3
C6TAB 54 2 06 06 006 005 035 43 14 6,4
C7TAB 54 4 0,75 06 005 004 037 45 15 6.3
CIRES 61 4 0,65 06 006 0,06 0 2,39 13 38
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pH P Ca Mg Na K Al H S CTC
C1FOD 5,6 6 1,25 14 0,07 0,16 0,7 8,95 2,9 12,5
C2FOD 55 8 1,3 14 0,07 0,18 0,7 8,9 2,9 12,4
C3FOD 54 6 1,2 1,55 0,08 0,25 0,8 8,8 2,86 12
C4AFOD 5,6 10 1,25 1,3 0,08 0,18 0,73 8,85 2,88 12,6
C5FOD 5,6 14 1,28 14 0,07 0,2 0,8 9 2,6 12,9
C6FOD 55 7 1,25 15 0,09 0,18 0,75 8,5 2,5 12,2
C7FOD 5,6 8 1,3 14 0,07 0,18 0,73 8,8 2,4 12
C1TAB 54 2 0,6 0,65 0,06 0,05 0,3 4,56 14 6,2
C2TAB 53 3 0,65 0,65 0,06 0,05 0,33 4,5 1,45 6,2
C3TAB 5,2 3 0,7 0,6 0,06 0,03 0,35 51 1,3 6,2
CATAB 54 5 0,6 0,7 0,05 0,04 0,3 4,3 1,35 6,5
C5TAB 53 2 0,65 0,65 0,06 0,05 0,3 4,57 1,37 6,3
C6TAB 54 2 0,6 0,6 0,06 0,05 0,35 4,3 14 6,4
C2RES 6,1 4 0,6 0,6 0,04 0,05 0 2,6 1,35 3
C3RES 6 4 0,55 0,6 0,05 0,04 0,01 2,3 1,3 3,6
C4RES 6,2 5 0,55 0,75 0,05 0,04 0,01 2,34 14 3,2
C5RES 6,1 6 0,5 0,75 0,05 0,05 0 2,34 1,38 31
C6RES 6 5 0,6 0,6 0,06 0,06 0,01 2,35 14 39
C7RES 6 5 0,5 0,6 0,06 0,05 0 2,3 1,34 31
C1MAN 58 4 2,8 1 4,3 0,18 0 2,25 8,3 10,6
C2MAN 57 6 2,7 11 4,2 0,2 0 2,2 8,2 10,5
C3MAN 5,8 4 2,75 1,1 4,1 0,25 0 2,2 8,4 10,9
CAMAN 58 4 2,8 1 43 0,16 0 2,36 8,4 11
C5MAN 57 5 2,9 1 42 0,3 0 2,4 8,1 10,8
C6MAN 57 4 2,8 1,1 43 0,25 0,01 2,3 8,3 10,6
C7MAN 57 5 2,8 1 4,2 0,2 0 2,29 8,6 10,5
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C1-C7FOD: coletas 1-7 na floresta ombroéfila densa; C1-C7TAB: coletas 1-7 no tabuleiro; C1-C7RES: coletas 1-
7 narestinga; C1-C7MAN: coletas 1-7 no mangue. CTC: capacidade de troca de céations.

3.10. EXTRACAO DE DNA, AMPLIFICACAO, CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO

A extracdo do DNA foi realizada para confirmacdo molecular de espécies novas,
primeiras citacbes para o Brasil e de isolados que ndo puderam ser identificados pelas
caracteristicas morfoldgicas. A biomassa foi obtida de culturas puras em meio AEM, em que
o micélio foi transferido para microtubos de 2mL com tampa de rosca, acrescidos de 0,59 de
pérolas de vidro para a trituragdo do material por agitacdo em alta velocidade em um
FastPrep. Apds a trituracdo do material, foi realizada a extracdo do DNA genémico conforme
Gobes-Neto et al. (2005). Os iniciadores ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990), NL4
(O'DONNELL et al., 1993) e LR3 (VILGALYS & HESTER, 1990), bem como Mcm7-709f e
Mcm7-1348rev foram utilizados para a reacdo de sequenciamento do ITS regido, o rDNA
LSU e o gene MCM7, respectivamente. (WHITE et al., 1990; VAN TUINEN et al., 1998;
SANTIAGO et al., 2014; LIMA et al., 2017). Os produtos amplificados foram purificados
com PureLink — PCR Purification Kit — Invitrogen e posteriomente clonados com o CloneJET
PCR Cloning Kit (Fermentas; Carlsbad, USA) seguindo a metodologia do fabricante. As
sequéncias foram enviadas para sequenciamento na Plataforma Multiusuaria de
Sequenciamento e Expressdao Génica do Centro de Biociéncias da UFPE, sendo sequéncias
génicas comparadas as depositadas na biblioteca de genes (GenBank) utilizando o Blastn. A
analise filogenética foi realizada utilizando as regifes ITS e LSU do rDNA e do gene MCM?7.
As sequéncias foram alinhadas no CLUSTALX (LARKIN et al., 2007) e editadas utilizando o
BioEdit (HALL, 1999), tendo a Analise Bayesiana sido realizada pelo MrBayes 3.1.2
(RONQUIST & HUELSENBECK, 2003).

3.11. SELECAO DE CULTURAS DE MUCOROMYCOTINA PRODUTORAS DE
TANASE POR FES

Um representante de cada espécie dos Mucorales isolados do solo foi selecionado.
Cada isolado foi inoculado em &agar extrato de malte (AEM), contido em tubo de ensaio, e
incubado a 30 °C. Para a preparacdo do indculo, os esporos das culturas com 7 dias de
crescimento em AEM foram suspensos em solucédo salina + Tween 80 (0,1%) e, em seguida,

contados em camara de Neubauer.

Residuos de manga foram adquiridos de empresas produtoras de polpas de frutas

em Recife - PE. Os residuos atuaram como substratos indutores na producdo da tanase. A
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frascos de Erlenmeyers de 250 mL, foram adicionadas 10g do residuo previamente tratado
(lavado com agua destilada e desidratado em estufa a 50 °C por 72 horas) e esterilizado a 120
°C por 15 min. Foram adicionados, em cada frasco, 10 mL de solucdo de sais na composicao
(g/L): KH2PO4 (1,0 g); NHsNOs (2,0 g); MgSO47H.0 (0,2 g); CaCl..2H,0 (0,02 g);
MnCl,.4H20 (0.004 g); NazM004.2H20 (0.002 g); FeS0O4.7H20 (0.0025 g) e acido tanico (10
g), sendo o pH ajustado para 5,7.

Os frascos foram inoculados com 1mL da solugdo de esporos na concentracdo 5 x
108 esporos/mL e incubados a 30°C em BOD. Ap6s 120 h de fermentagdo, foram adicionados
100 mL de solucdo NaCl (1,5%) e agitados a 200 rpm por 2 horas. A solucdo foi filtrada em
papel de filtro (CELAB 22,15 micras) como o auxilio de uma bomba a vacuo e centrifugada a
12.300 g por 30 minutos a 4 °C, sendo o sobrenadante considerado o extrato enzimatico bruto
(MURUGAN et al., 2007, modificado).

3.12. ATIVIDADE ENZIMATICA DA TANASE

A atividade enzimatica da tanase presente no extrato bruto foi determinada
colorimetricamente de acordo com Mondal et al. (2001). A reacdo enzimatica foi realizada
com uma mistura contendo 5 mL da solucdo de acido tanico (0,02% p/v) em tampdo acetato
de sddio (0,2 M pH 5,5) e 0,25 mL do extrato enzimético bruto, sendo incubada a 30 °C por
10 minutos. Em seguida, a mistura reacional foi transferida para tubos contendo 0,6 mL de
solucdo etandlica de rodanina (0,667% p/v), sendo homogeneizada e deixada em repouso por
5 minutos para paralisar a reacdo. Foram adicionados 0,4 mL de solucdo de hidréxido de
potassio (0,5 N) que foi homegenizada e deixada em repouso por 2,5 minutos até desenvolver
uma coloracdo rosa para ser lida pelo espectofotdometro. Foram adcionados 8,6 mL de agua
destilada em cada tubo que foi deixado por 15 minutos a temperatura ambiente para a
estabilizacdo da cor. A absorbéancia foi lida a 520 nm contra o branco (sem &cido tanico). Uma
unidade de atividade de tanase (u) foi definida como a quantidade de enzima requerida para
hidrolisar 1um de &cido tanico por minuto. O rendimento da enzima foi expresso em U mL™
mint (SHARMA et al., 2000). As atividades foram estimadas em triplicata.
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4 RESULTADOS

4.1. MUCORALES ISOLADOS DE SOLO DA RESERVA BIOLOGICA DE
SALTINHO E DA AREA DE PROTECAO AMBIENTAL DE GUARDALUPE

Dos solos das fitofisionomias de Mata Atlantica, foram isoladas 23 espécies de
Mucorales (Tabela 2), distribuidas entre Absidia Tiegh., Backusella Hesselt. & J.J. Ellis,
Cunninghamella Matr., Gongronella Ribaldi, Lichtheimia Vuill., Mucor Fresen., Rhizopus
Ehrenb. e Syncephalastrum J. Schrot. A area de floresta ombroéfila densa apresentou um maior
nimero de unidades formadoras de colonia de Mucorales por grama de solo (55,4 x 103
UFC.g* de solo).

Tabela 2 - Nimero de unidades formadora de col6nia por grama de solo (UFC.g) de Mucorales nas areas de
floresta ombrofila densa, tabuleiro, restinga e mangue do solo da Reserva Biolégica de Saltinho e da APA de
Guardalupe.

AREAS
Espécie
FOD TAB RES MAN

Absidia sp. 0 1,2 x 108 0 0
Absidia cylindrospora Hagem 0,8 x 103 0 0 0
Absidia pseudocylindrospora Hesselt. & J.J. Ellis 1,6 x 103 0 0 0
Backusella constricta D.X. Lima, de Souza & A.L.

Santiago 0,4 x 103 0 0 0
Circinella simplex Tiegh. 0,8 x 103 1,4 x 103 0 0
Cunninghamella bertholletiae Stadel 0,8 x 103 0 0 0
C. blakesleeana Lendn. 0 2x103 1x103 0
C. echinulata Thaxt. 1,2x103 3x 103 0 0

C. elegans Lendn. 0,8 x 103 6,2 x 103 0 0




45

C. phaeospora Boedijn 1,2 x 103 0 0 0
Gongronella brasiliensis C.A. de Souza, D.X. Lima &

A.L. Santiago 10,6 x 103 0 1,4 x 103 0

G. butleri Peyronel & Dal Vesco 17,8x 103 11,8x 103 15,8 x 103 0
Lichtheimia brasiliensis A.L. Santiago, Lima & Oliveira 0 2,8 x 103 0 0

L. ramosa Vuill. 0 1,6 x 108 0 0
Mucor circinelloides f. lusitanicus (Bruderl.) Schipper 0,8 x 103 0 0 0
M. hiemalis Wehmer 1,8 x 103 0 0 0
M.indicus Lendn. 1,4 x 103 5,8 x 103 0 0
M. irregularis Stchigel, Cano, Guarro & E. Alvarez 3,4 x103 0 0 0
M. luteus Linnem. ex Wrzosek 0 3,2 x 103 0 0
Rhizopus arrhizus var. arrhizus A. Fisch 1,8 x 103 1,2 x 108 3,2 x 103 0

R. microsporus Tiegh 4x108 6,6 x 103 9,4 x 103 0

R. stolonifer (Ehrenb.) Vuill. 0,6 x 103 0 2,6 x100 0,4x103
Syncephalastrum racemosum Cohn ex J. Schrét 5,6 x 103 4 x 103 0,6 x 103 1x108
Total 554x10% 50,8x10% 34x10% 1,4x10%

FOD = floresta ombrdfila densa; TAB = tabuleiro; RES = restinga; MAN= mangue. Os valores seguidos de

mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p = 0.05).

Dentre os isolados, Gongronella butleri pode ser considerada muito frequente (Fi =

16,6%) e com maior abundancia relativa (AR = 2,4%) na floresta ombrofila densa, seguida
por G. brasiliensis (Fi = 7,14% e AR = 1,44%), R. microsporus (Fi =5,35% e AR = 0,54%) e
M. irregularis (Fi = 5,35% e AR = 0,46%), sendo esses trés Ultimos considerados frequentes

nesse ecossistema. No tabuleiro, foram observados quatro taxons frequentes, G. butleri (Fi =
8,92% e AR = 1,76%), C. elegans, (Fi =5,95% e AR = 0,92%), M. indicus (Fi = 5,95% e AR
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= 0,86%) e S. racemosum (Fi = 5,95% e AR = 0,59%). Rhizopus microsporus foi muito
frequente na restinga (Fi = 16,6% e AR = 1,93%), seguida de G. butleri (Fi = 5,35% e AR =
1,56%), considerada frequente. No manguezal apenas duas espécies foram isoladas, R.
stolonifer (Fi = 1,19% e AR = 0,26%) e S. racemosum (Fi = 2,90% e AR = 0,66%), ambas
infrequentes (Tabela 3).

Tabela 3 - Frequéncia de ocorréncia (Fi,%) e abundancia relativa (AR, %) de Mucorales nas areas de floresta
ombrofila densa (FOD), tabuleiro (TAB), restinga (RES) e mangue (MAN) do solo da Reserva Bioldgica de
Saltinho e da APA de Guardalupe.

AREAS
Espécie
FOD TAB RES MAN
Fi AR Fi AR Fi AR Fi AR

Absidia sp. 0 0 297 017 0 0 0 0
Absidia cylindrospora Hagem 1,78 0,1 0 0 0 0 0 o
Absidia pseudocylindrospora Hesselt. & J.J. Ellis 1,78 0,21 0 0 0 0 0 o
Backusella constricta D.X. Lima, de Souza &
A.L. Santiago 1,19 0,05 0 0 0 0 0 0
Circinella simplex Tiegh. 1,78 01 178 0.2 0 0 0 o
Cunninghamella bertholletiae Stadel 1,78 0,1 0 0 0 0 0 o
C. blakesleeana Lendn. 0 0 357 029 1,78 0,2 0 o0
C. echinulata Thaxt. 1,19 0,16 4,76 0,44 0 0 0 O
C. elegans Lendn. 238 01 595 0,92 0 0 0 o

C. phaeospora Boedijn 3,57 0,16 0 0 0 0 0 O
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Gongronella brasiliensis C.A. de Souza, D.X.
Lima & A.L. Santiago 7,14 1,44 0 0 1,78 0,28 0 o

G. butleri Peyronel & Dal Vesco 16,66 2,4 8,92 1,76 5,35 1,56 0 o

Lichtheimia brasiliensis A.L. Santiago, Lima &
Oliveira 0 0 297 041 0 0 0 ©0

L. ramosa Vuill. 0 0 416 0,23 0 0 0 0

Mucor circinelloides f. lusitanicus (Bruderl.)

Schipper 1,78 0,1 0 0 0 0 0 O
M. hiemalis Wehmer 1,73 0,24 0 0 0 0 0 0
M.indicus Lendn. 1,19 0,18 595 0,86 0 0 0 0

M. irregularis Stchigel, Cano, Guarro & E.

Alvarez 535 046 0 0 0 0 0 0
M. luteus Linnem. ex Wrzosek 0 0 476 047 0 0 0 O
Rhizopus arrhizus var. arrhizus A. Fisch 2,38 0,24 357 017 3,57 0,65 0 o0
R. microsporus Tiegh 535 054 416 098 16,60 1,93 0 O
R. stolonifer (Ehrenb.) Vuill. 1,19 0,08 0 0 2,97 053 119 0,26
Syncephalastrum racemosum Cohn ex J. Schrét 0 0 59 059 1,78 0,15 2,90 0,66

A diversidade e riqueza de Mucorales foram maiores no solo da area de floresta
ombrofila densa (H’ = 2, 249; S = 18), seguida pelo tabuleiro (H’ = 2, 322; S = 13), restinga
(H> =1, 437; S =7) e mangue (H’ = 0, 593; S = 2). Entretanto, de acordo com a analise de
variancia (ANOVA) e a comparacdo de médias pelo teste de Tukey (p = 0,05), houve
diferencas significativas na riqueza e diversidade entre solos dos diferentes ecossistemas,
exceto entre a floresta ombroéfila densa e tabuleiro, com relacdo a diversidade (Tabela 4). A
equitabilidade entre solos de todas as areas foi similar, exceto no tabuleiro, que apresentou
maior equitabilidade. O estimador Chao 1 indicou que a riqueza esperada foi alcangada em
todas as areas. No entanto, Jacknife 1 indicou que a riqueza poderia ter sido maior nas areas

de estudo (Figuras 6, 7, 8 e 9). Na floresta ombréfila e no mangue, os estimadores variam,
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respectivamente, de 18 (Chao 1) a 21 espécies (Jacknife 1) e 2 (Chao 1) a 3 espécies (Jacknife
1), enquanto no tabuleiro e na restinga os estimadores exibiram valores semelhantes (Tabela
5).

Tabela 4 - Riqueza (S), ndice de diversidade de Shannon Wiener (H’), equitabilidade de Pielou’s e indice de
Margalef das comunidades de Mucorales em areas de floresta ombréfila densa (FOD), tabuleiro (TAB), restinga
(RES) e mangue (MAN) da Reserva Biol6gica de Saltinho e da APA de Guardalupe, PE.

Areas S H' J'
FOD 18a 2,249a 0,7779b
TAB 13b 2,322a 0,9053a
RES 7c 1,437b 0,7384b
MAN 2d 0,5983c 0,8631b

Os valores seguidos de mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p = 0.05).

Tabela 5 - Riqueza observada (Sobs) e riqueza estimada pelos estimadores Chao 1 e Jacknife 1 das comunidades
de Mucorales em areas de floresta ombréfila densa (FOD), tabuleiro (TAB), restinga (RES) e mangue (MAN) da
Reserva Bioldgica de Saltinho e da APA de Guardalupe.

Areas Chao 1 Jacknife 1
FOD 18 20,946 (+2,96)
TAB 13 13

RES 7 7

MAN 2 2,9815 (+0,96)
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riqgueza Chao 1 e Jacknife 1 de Mucorales na floresta ombréfila densa da Reserva
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Figura 7 - Estimadores de riqueza Chao 1 e Jacknife 1 de Mucorales no tabuleiro da Reserva Bioldgica de
Saltinho.
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Figura 8 - Estimadores de riqueza Chao 1 e Jacknife 1 de Mucorales na restinga da Reserva Biologica de
Saltinho.
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Figura 9 - Estimadores de riqueza Chao 1 e Jacknife 1 de Mucorales no mangue da Reserva Bioldgica de
Saltinho.
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Fonte: Diogo Xavier Lima.

A similaridade da comunidade dos Mucorales foi maior entre as areas de floresta
ombréfila densa e restinga (54,13%), seguida pelas areas de restinga e tabuleiro (50%), e
floresta ombrofila densa e tabuleiro (47,45%). A comunidade do mangue mostrou baixa
similaridade com todas areas (Tabela 6, Figura 10). Entretanto, de acordo com a anélise de
variancia (ANOVA) e a comparacdo de médias pelo teste de Tukey (p = 0,05), as
comunidades da restinga e tabuleiro ndo diferem entre si (Tabela 7).

Tabela 6 - Andlise de similaridade de Bray-Curtis da composicdo de Mucorales entre as areas de floresta
ombrdfila densa (FOD), tabuleiro (TAB), restinga (RES) e mangue (MAN) da Reserva Bioldgica de Saltinho e
da APA de Guardalupe.

Areas FOD TAB RES MAN
FOD - - - .
TAB 47,45% - - .
RES 54,13% 50,00% - -

MAN 4,92% 3,83% 5,64%
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Figura 10 - Dendograma de Similaridade de Bray-Curtis entre as areas de floresta ombroéfila densa (FOD),
tabuleiro (TAB), restinga (RES) e mangue (MAN) da Reserva Biol6dgica de Saltinho e da APA de Guardalupe.
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Fonte: Diogo Xavier Lima.

Tabela 7- Analise de variancia entre as comunidades de Mucorales entre as areas de floresta ombréfila densa
(FOD), tabuleiro (TAB), restinga (RES) e mangue (MAN) da Reserva Bioldgica de Saltinho e da APA de
Guardalupe. ANOVA: F(3, 24) = 103.6; p > 0.001 Tukey.

Areas TUKEY Pos-hoc
FOD-MAN 0.0000001
RES-MAN 0.0000025
TAB-MAN 0.0000034
RES-FOD 0.0000000
TAB-FOD 0.0000000
TAB-RES 0.9992235

Os valores de p > 0.001 sdo estatisticamente similares.

Através do ANOSIM (&nalise de silimlaridade) baseado na distancia de Bray Curtis,
foi gerado um dendrograma da relacéo entre as espécies de Mucorales do solo das areas, que
resultou na formacéo de trés grupos distintos (Figura 11). Analise de componente principal
(PCA) revelou que a porcentagem de explicacdo dos componentes foi baixa. No total, 35.5%
da variacdo pode ser explicada pelas duas primeiras dimensdes. Com isso, as porcentagens de

contribuicdo dos atributos fisico quimicos do solo variam entre 7% e 8% (Figura 12).
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Figura 11 - Dendograma de proximidade entre as espécies de Mucorales dos ecossistemas da Reserva Biologica
de Saltinho e da APA de Guardalupe. Andlise estatistica baseada no indice Bray-Curtis; Método de ligacao
ponderal proporcional (WPGM: Método de Grupo Ponderado-bGroup; Média Aritmética). Analise coperetica:
Rf = 0,8. Asp: Absidia sp; Csimpl: C.simplex (M.circinatus); Mluteu: M. luteus; Celega: C.elegans; Mindic: M.
indicus; Rmicro: R. microsporus; Cblas: C. blaskeneana; Lramos: L. ramosa; Cbert: C. bertholletiae; Cechi: C.
echinulata; Lbrasi: L. brasiliensis; Acylin: A. cylindrospora; Cphaeo: C. phaeospora; Bcons: B. constricta;
Mhiema: M. hiemalis; Mirreg: M. irregularis; Rarrhi: R. arrhizus; Rstolo: R. stolonifer; Gbrasi: G. brasiliensis;
Sracem: S. racemosum; Gbutle: G. butleri; Apseu: A. pseudocylindrospora; Mcirci: M. circinelloides f.
lusitanicus.
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Figura 12 - Projecdo bidimensional da Analise de Componentes Principais de amostras do solo de areas dos
ecossistemas da Reserva Bioldgica de Saltinho e da APA de Guardalupe.
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42. MUCORALES ISOLADOS DE SOLO DA RESERVA ECOLOGICA DOIS
IRMAOS

Do solo da Reserva Ecoldgica Dois Irmdos foram obtidas 25,4 x 103 UFC.g™* de solo e
isoladas nove espécies de Mucorales: Absidia cylindrospora var. cylindrospora, Backusella
constricta, Circinella simplex, Cunninghamella phaeospora, Gongronella butleri, Mucor
hiemalis, Rhizopus arrhizus var. arrhizus, R. microsporus e Syncephalastrum racemosum
(Figura 13). Gongronella butleri exibiu o maior nimero de UFC.g* de solo (11,8 x 10%),

seguida por A. cylindrospora var. cylindrospora (4 x 10%) (Tabela 8).

Dentre as espécies isoladas, G. butleri e A. cylindrospora foram consideradas muito
frequentes (Fi = 28,12 e 10,41%, respectivamente), enquanto Circinella simplex foi frequente
(6,24 %). As demais espécies foram consideradas infrequentes (Tabela 8). Todos os taxons
isolados demonstraram baixa abundancia relativa, com menos de 1%, exceto G. butleri que
exibiu a maior abundancia relativa AR (1,67%), comparada com as outras espécies (Tabela
8).
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A diversidade de Mucorales estimada no solo da Reserva ecolégica Dois Irméaos foi:
H=1.691, e os estimadores (Chao 1 = 9; Jackknife 1 = 9,062; Figura 14) confirmaram que a

riqueza esperada foi alcancada.

Tabela 8 - Nimero de unidades formadora de col6nia por grama de solo (UFC.g-1), frequéncia de ocorréncia (Fi
%) e abundancia relativa (AR %) de Mucorales nas amostras de solo da Reserva Ecolégica Dois Irmé&os.

Espécies UFC.g* Fi AR

Absidia cylindrospora var. cylindrospora Hagem 40x10® 10,41 0,56

Backusella constricta D.X. Lima, C.A. de Souza, C.M. Souza-Motta & 1,0 x 103 312 014

A.L. Santiago.

Circinella simplex van Tieghem 2,4 x 103 6,25 0,33
Cunninghamella phaeospora Boedijn 2,4 x103 416 0,33
Gongronella butleri (Lendn.) Peyronel & Dal Vesco 11,8 x 103 28,12 1,67
Mucor hiemalis Wehmer 1,8 x 108 416 0,25
Rhizopus arrhizus var. arrhizus A. Fisch. 0,4 x 103 2,08 0,05
R. microsporus Tiegh. 0,8 x 103 312 0,11
Syncephalastrum racemosum Cohn ex J. Schrot. 0,8 x 103 312 011

Total 25,4 x 103 - -
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Figura 13 - Absidia cylindrospora var. cylindrospora: A. esporangiéforo simples com columela e projecdo
apical; Al. esporangiosporos. Rhizopus arrhizus var. arrhizus: B. esporangidforo simples com esporangio; B1 -
esporangiosporos. Cunninghamella phaeospora: C. esporangi6foro simples com esporangiolo; C1. esporangiolo.
Gongronella butleri: D. esporangiéforo simples com esporangio apofisado; D1. esporangiosporos. Circinella
simplex: E. esporangio6foro circinado com esporangio; E1. esporangiosporos. Mucor hiemalis: F. esporangiéforo
simples com columela; F1. esporangiosporos. Rhizopus microsporus: G. esporangioforo simples com columela e
rizdides; G1. esporangiosporos. Syncephalastrum racemosum: H. merosporangioforo simples com
merosporangio; H1 - merosporangiosporos. Backusella constricta: I. esporangiéforo simples com columela
apresentando uma constric¢do central; 11. Esporangiosporos

C
® C
®

Fonte: Diogo Xavier Lima.
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Figura 14 - Estimador de riqueza Chao 1 da area de Mata Atlantica do Parque Horto dos Dois Irm&os.
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43. TAXONOMIA
4.3.1. Absidia sp. nov.
Hol6tipo: URM7219

Coldnias brancas tornando-se cinzas escuras (MP 16B6), cobrindo a placa de Petri (9
cm diam.) em 5 dias e tocando a tampa da placa (1,5 cm alt.) em alguns pontos; reverso creme
(MP 12H3). Sem odor; esporangioforos (65) 85-220 (240) x 2.5-5 um, eretos, lisos e
hialinos, crescendo em estoldes ou na porcdo final deles, geralmente em verticilos de 2 a 5
(6), frequentemente com um septo abaixo do esporangio. EstolGes lisos, hialinos, com até 5-
10 pm de diam. Rizoides pouco ramificados, crescendo em uma unica direcdo, tipo vassoura.
Esporéngios subglobosos a piriformes, 25-35 diam., apresentando apéfise em forma de funil
ou de sino, com parede lisa; Columelas em maioria subglobosas, algumas ovoides, 15-20 um
didm, lisas ou com até duas projecdes na parte central, podendo apresentar colar; projecado
solitaria presente geralmente nas columelas subglobosas, 3.5-6.5 x 1.2-2.5 um, e projecdes
duplas geralmente nas columelas ovéides, 3-5. x 1.5-2 um. Esporangiosporos cilindricos e

alguns levemente cuneiformes 3.5-5 x 1.5-2.5 um. Clamidosporos ausentes. Zigosporos nao

observados. Provavelmente heterotalica.

Habitat: Solo.

Distribuicdo: Tamandaré, Pernambuco (Brasil).
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Notas: Absidia sp. nov difere das outras espécies do género por apresentar
frequentemente columelas com duas projecBes apicais e também por produzir

esporangiosporos cilindricos e cuneiformes.

Material examinado: Brasil. Pernambuco: Recife, Reserva Bioldgica de Saltinho
(8°43'09""S 8°44'13"S), em amostras de solo. (10 Jul 2016) D.X. Lima. Hol6tipo (URM
7219).

Meios de cultura, testes de temperatura e testes de cruzamento: Em AEM. A 15 °C —
crescimento lento (4,7 cm em 192 horas) e boa esporulacdo. A 20 °C — melhor crescimento
que a 15 °C (79 cm em 96 horas) e boa esporulagdo. A 25 °C — bom crescimento (9 cm em 96
horas) e excelente esporulacdo. A 30 °C — crescimento mais lento que a 25 °C (9 cm em 120
horas) e boa esporulacdo. A 35 °C — auséncia de crescimento e esporulacdo. Em 25e 30 °C o
crescimento de Absidia sp. nov em BDA foi um pouco mais lento do que em AEM, com baixa

esporulacdo em todas as temperaturas. A influéncia da luz nao foi detectada.

As analises com a regido LSU do rDNA demonstraram que as espécies do género
Absidia estdo dentro da familia Cunninghamellaceae, composta por espécies mesofilicas
(Figura 15). Nossas andlises filogenéticas mostram que Absidia sp. difere geneticamente das
outras dentro de Absidia, sendo, portanto, nova.
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Figura 15 - Absidia sp nov. (holétipo URM 7219). A. esporangiéforo ramificado; B,C. esporangioforo simples
exibindo uma projecdo na columela; D. esporangiéforo simples com duas proje¢des na columela; E.
esporangi6foro simples sem projecéo; F. esporangiéforo simples em estoldo; G. esporangidsporos cilindricos e
cuneiformes.

Fonte: Diogo Xavier Lima.
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Figura 16 - Arvore filogenética da familia Cunninghamellaceae gerada a partir de seqiiéncias da regido LSU do
rDNA. Valores de suporte sdo de analise bayesiana. Os isolados utilizados estdo em negrito. Mortierella
parvispora foi utilizado como outgroup.
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4.3.2. Backusella constricta sp. nov.

Backusella constricta D.X. Lima, C.A. de Souza, C.M. Souza-Motta & A.L. Santiago sp. nov.
Figura 17

Index fungorum number: IF551655;

Holétipo: URM7323

Coldnias inicialmente brancas, tornando-se amarelo palidas (MP 111B), alcancando
9,4 cm in didm. e 9 mm em altura apés trés dias em MEA a 25 °C. Reverso amarelo (MP
102L). Esporangioforos até 15 um em diam., eretos ou levemente recurvados, ocasionalmente
simpodialmente ramificados, com ramos recurvados, hialinos para amarelados, com ou sem
pigmento amarelo. Esporangios amarelos para amarronzados, globosos; parede com aspecto
vitreo e deliquescente, levemente espinulada, 50-100 pum em diam. Columelas usualmente
conicas, ocasionalmente cilindricas, algumas levemente ou fortemente constritas no centro,
17.5-455 x 17.5-35 um; parede lisa, com pigmento amarelado. Esporangiolos multi-
esporados, globosos para subglobosos, produzidos em esporangiéforos simples ou
simpodialmente ramificados, 20-32 um didm.; parede persistente, espinulosa e hialina,
contendo 2-8 esporos. Columelas dos esporangiolos subglobosas e conicas, algumas
levemente constritas no centro com até 15 um didm. Esporangiolos uni-esporados, globosos a
levemente achatados, minuciosamente espinulados com até 17 um diam. Colar pequeno e
incomum. Esporangiosporos subglobosos a elipsoides, alguns levemente irregulares, com
pigmento amarelo e parede lisa, 7.5-15 x 55-10 pum em diam. Clamidosporos e

zigosporangios ndo observados. Provavelmente heterotélica.
Etimologia: constricta. Referindo-se a forma da columela.
Habitat: solo.

Distribuicdo: América do Sul (Brasil).

Notas: Backusella grandis, B. indica, B. oblongielliptica, B. recurva, B. tuberculispora
e B. variabilis também podem apresentar columela cénicas, mas nunca com uma constrigdo
central. Espécimes dessas espécies produzem esporangiosporos elipticos, diferindo dos
produzidos por B. constricta. Semelhante a B. constricta, B. circina e B. lamprospora também
produzem esporangiosporos subglobosos, mas columelas conicas ndo séo observadas nas duas

ultimas espécies.
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Material examinado: Brasil. Pernambuco: Recife, Reserva Ecologica Dois Irmé&os
(8°31'55.8"S 37°15'34.2"W), em amostras de solo. (10 Jul 2013) D.X. Lima. Holétipo
(URM7323). Um ex-tipo foi depositado como JMRC:SF:12310 na Jena Microbial Resource
Collection (JMRC at the Leibniz Institute for Natural Product Research and Infection

Biology, Jena, Alemanha).

Meios de cultura, testes de temperatura e testes de cruzamento: Em AEM. A 15 °C —
crescimento lento (5 cm em 120 horas) e boa esporulacdo. A 20 °C — melhor crescimento que
a 15 °C (7 cm em 120 horas) e boa esporulagdo. A 25 °C — bom crescimento (9 cm em 96
horas) e boa esporulagéo. A 30 °C — crescimento mais lento que a 25 °C (9 cm em 120 horas)
e boa esporulacdo. A 35 °C — crescimento e esporulacdo restritos. A 40 °C — sem crescimento.
A 25 e 30 °C o crescimento de B. constricta em BDA foi um pouco mais lento do que em
AEM, com baixa esporulagdo a 30 °C. A influéncia da luz n&o foi detectada. A 15 °C, em
BDA, alguns esporos mostraram-se mais largos (até 20 x 12,5 um) do que em outras

temperaturas, especialmente os irregulares em forma. A influéncia da luz néo foi detectada.

A anélise filogenética dos conjuntos de dados das sequéncias ITS e LSU rDNA
mostrou que Backusella constricta sp. nov. forma um clado distinto de outras espécies de
Backusella (Figuras 19 e 20). Analises filogenéticas com base em dados concatenados das
duas regides sequenciadas também confirmaram a distingdo de B. constricta (Figura 21). A
comparacao das sequéncias LSU pelo BLASTn mostrou que as espécies relacionadas mais
préximas a B. constricta sdo B. indica (JN206526) e B. grandis (como M. grandis)
(JN206527), com 99% de similaridade, B. variabilis (JN206528) e B. circina (JN206529),
com 98% de similaridade. Na comparacdo da sequéncia ITS, pelo BLASTN, as espécies com
maior similaridade com B. constricta foram B. grandis (JN206252), com 91% e B. indica
(JN206255), com 90% de similaridade. As outras sequéncias mostraram-se com identidade
maxima inferior a 86% (ex: B. circina NR_103649 e B. variabilis IN206253). Sequéncias de
B. constricta foram similares a B. lamprospora (JN206271), B. oblongispora (JN206251) e B.
oblongielliptica (JN206278) apenas em relagdo a regido 5.8S, com 95, 94 e 91% de

similaridade, respectivamente.
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Figura 17 - Backusella constricta (URM 7323) A. Aspecto da colonia; B, C. esporangio com esporangidsporo;
D, E, F. esporangiéforos com columela; G. esporangiolo multi-esporado; H: esporangiolo uni-esporado; I.
Esporangiosporos.

Fonte: Diogo Xavier Lima.
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Figura 18 - Arvore filogenética de Backusellaceae construida utilizando sequéncias da regido ITS do rDNA.
Rhizopus microsporus foi utilizado como grupo externo. Sequéncias sdo rotuladas com os seus nuimeros de
acesso no Genbank. Valores de suporte sdo das analises de interferéncia Bayesiana e verosemelhanca (valores
acima e abaixo dos ramos, respectivamente). As sequéncias obtidas neste estudo sdo indicadas em negrito.
Sequéncias derivadas a partir de linhagens ex tipo sdo indicados por ™
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Figura 19 - Arvore filogenética de Backusellaceae construida utilizando sequéncias da regido LSU rDNA.
Mortierella longicollis, Rhizopus microsporus, Mucor indicus, Pilobolus umbonatus e Actinomucor elegans
foram utilizados como grupo externo. Sequéncias sdo rotuladas com os respectivos nimeros de acesso no
Genbank. Valores de suporte sdo das analises de interferéncia Bayesiana e verosemelhanca (valores acima e
abaixo dos ramos, respectivamente). As sequéncias obtidas neste estudo sdo indicadas em negrito. Sequéncias
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Figura 20 - Arvore filogenética de Backusellaceae construida utilizando sequéncias das regides ITS e (LSU) do
rDNA. Rhizopus microsporus e Mucor indicus foram utilizados como grupo externo. Sequéncias sdo rotuladas
com os respectivos nimeros de acesso no Genbank. Valores de suporte sdo das andlises de interferéncia
Bayesiana e méaxima verosemelhanca (valores acima e abaixo dos ramos, respectivamente). As sequéncias
obtidas neste estudo sdo indicadas em negrito. Sequéncias derivadas a partir de linhagens ex tipo sdo indicados
por T.

Rhizopus microsporus JN206403/JN206364

100]

Mucor indicus NR_077173/FN650669

—— Backusella lamprospora JN206271/JN206530

1.00
100

— B. lamprospora JN206268/JN206531 T

1,00 B. recurva JN206261/JN206522

100]

1.00
99

B. recurva JN206265/IN206523

0.98

— B. circina JN206258/JN206529 T

— | — B. constricta KT937157/KT937156

ngf— B. indica JN206255/JN206526

B. variabilis JN206254/JIN206528

1.00
100

. B. grandis JN206252/IN206527 T

Fonte: Diogo Xavier Lima.
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4.3.3. Mucor circinatus sp. nov.

Mucor circinatus D.X. Lima, G.Walther & A.L. Santiago, sp. nov.
Figura 22

Index fungorum number: IF551671,

Holdtipo: URM 7218

Colonias inicialmente brancas, tornando-se marrons amareladas (MP 13D1), cobrindo
a placa Petri (9cm in diam. e 0,5 cm em altura) apds quatro dias em AEM a 25 °C. Reverso
creme (MP 13K3). Sem odor. Esporangi6foros recurvados, simpodialmente ramificados, 2.5—
12.5 (-18) pum diam., hialinos, com parede levemente rugosa, crescendo diretamente do
substrato, usualmente com um septo abaixo do esporangio; ramificacbes simpodiais
circinadas frequentemente surgindo na curvatura do ramo anterior proximo ao septo.
Esporangios inicialmente amarelos, tornando-se marrons, globosos e com parede lisa, ndo
deliguescente, levemente persistente, (17.5-) 20 x 36 (-56) um em didm. Columelas hialinas,
com parede lisa, frequentemente globosas para aplanadas (12.5-) 17.5 x 30 (-43) um diam.
Colar evidente. Esporangiosporos angulares (3.8-) 5 x 6.2 (—7.5) um, hialinos, com parede
lisa. Filamentos como rizoides observados. Clamidosporos em forma de barril para

cilindricos. Zigosporangios nao observados. Provavelmente heterotalica.
Etimologia: circinatus. Referindo se a ramificacdo circinada dos esporangioforos.
Habitat: solo.

Distribuicdo: Brasil (ZYCHA, 1935; SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2006; DE SOUZA et
al., 2011), Colémbia (GUALDRON-ARENAS et al., 1997) e Sri Lanka (PERIES et al.,
1979).

Notas: Mucor circinatus difere das outras espécies de Mucor pela producédo
concomitante de ramificacGes circinadas e esporangiosporos angulares. A cultura descrita por

Hesseltine & Fennel (1955), como Circinella simplex, é, de fato, M. circinatus.

Material examinado: Brazil, Pernambuco: Tamandaré, Reserva Biologica de Saltinho
(8°43'09""S 35°10'11"W), solo., 2013, D.X. Lima. Holo6tipo (URM 90063). Uma cultura ex-
tipo foi depositada como JMRC:SF: 012298 na Jena Microbial Resource Collection (JMRC at
the Leibniz Institute for Natural Product Research and Infection Biology, Jena, Germany).
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Outros espécimes examinados: CBS 142.35, CBS 284.92, CBS 428.80, CBS 540.80, CBS
548.89.

Meios, testes de temperatura e testes de cruzamento: crescimento reduzido (5.3 cm em
9 dias) e pouca esporulacdo a 12°C; a 15 °C — crescimento lento (5 cm em 5 dias) e boa
esporulacdo. A 20 °C — melhor crescimento que a 15 °C (7 cm em 5 dias); a 25°C boa
esporulacdo e crescimento 6timo (9 cm em 4 dias); temperatura maxima de crescimento a
30°C; crescimento similar nos meios BDA e AEM em todas as temperaturas, testadas com

discreta melhora na esporulagdo em AEM. A influéncia da luz n&o foi detectada.

A anélise filogenética do conjunto de dados das sequéncias das regides ITS e LSU do
rDNA, bem como do gene MCM?7 (Figura 23), mostrou que nosso isolado formou um clado
monofilético com todos os outros isolados da CBS de C. simplex, incluindo CBS 142.35 (=
NRRL 2407), descrito como C. simplex por Hesseltine & Fennell (1955).
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Figura 21 - Mucor circinatus (URM 7218). A — G. esporangidforos circinados; H. esporangiosporos angulares; I.
Filamentos semelhantes & riz6ides. Escala: a — g, i =50 um, h =10 pm.

Fonte: Diogo Xavier Lima.
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Figura 22 - Arvores filogenétticas de espécies de Mucorales baseadas em trés diferentes marcadores. A. arvore
baseada na regido D1/D2 do LSU. B. arvore baseada na regido ITS. C. arvore baseada no gene MCM7. Ramos
com valores de bootstrap de 75 % ou maior sdo destacados em negrito. Culturas ex-tipo s&o designadas por: T =
ex-tipo, ET = ex-epitipo, IT = ex-isotipo strain, NT = ex-neotipo, PT = ex-paratipo, ST = ex-sintipo, e AUT =

material auténtico.

A LSU

1

Circinella simplex CBS 541.39
Circinella simplex CBS 1435
|Circinella simplex URM 7218
Circinella simplex CBS2 3491
|Circinella simplex CBS 540.50
Circinella simplex CBS 424.50 IN206445
Isamucar tufemiae CCIBe 1318 HQS02102
Isamucar mufemiae CCTEe 1327 HQRI101
Mucar laworthizus CBS143.85 IN206444 NT
Mucor fuscus CBS 262,78 JNI06442
Mucor lanceolatus CBS 63874 INJ06443
Mucar expanens CBS 14120 TN206441 T
Hyphomacor assamensis CBS £15.77 IN206430 T
'Hyphomucor assamensis CBS 254 85 IN206440
Choanephora infundiblifera CBS 153.51 INJ6513
Blakeslea sinensis CBS 564.01 TN206515 PT
Gilbertella persicaria CBS 100.32 HMB49691 T
7 Miscor amphibiorum CBS 763.74 EMB49683 T
Mucor indicus CBS 22629 HMB49650 ET
Mucor inaequisparus CBS 25536 IN206502 T
Mucar odoratus CBS 13041 TN206485 T
Mycotypha microspara CBS 230.32 IN204510 T
Mucar parviseptatus CBS 417.77 TN26453
Mucar moslleri CBS 444 65 HMB49682 T
Mucar bacilliformis CBS 251.53 IN206451 T
Mucor hiemalis CBS 20165 HMB49683 NT
Mucor imegularis CBS 10303 EMB40684 T
Mucor racemasus £ racemosus CBS 260,68 EMB49675 T
Muor plumbens CBS 634.74 EMB40677
Mucar circinellaides £ circinelloides CBS 105 6 HMB40680 NT
Mucor genevensis CBS 114.08 INI06435 T
Mincor luteus CBS M335 T
Actinonmcor elazans CBS 100.00 IN206401
Thuomidium elegans CBS 341 55 IN206466
Mucor favs CBS 23435 IN206468 NT
Pilaira anomala CHS 695,68 TNI06460
Miucor piriformis CES 16915 HMBA0S81 NT
Mucor mucedo CBS 640.67 EMB4068T KT
Pirella circinans CBS 962,68 INJ06512 T

Mucor heterogamns CBS 564.83 JND06535

 EJ

L Benjaminiella younzii CBS 103.59 IN205409 T
o7 epallocaulus CBS 319.73 HMB42660

Utharomyres
Pilobolus umbanatus CHS 302,53 HMB40665
Bizopus anhizs CBS 112,07 HM349659
Fhizopus microsparus CES 699,63 EMI40660 NT
Fhizopos sevaalis CBS 336.30 EMBOSTS T
Backusella circion CBS 120.70 IN20659T
Backusella lamprospora CBS 118.08 IN206531 T

‘Backusella recurva CBS 318.52 JN206522 ET
Circinella musscae CBS 141.28 IN206548
MO0 Circinella umbellata CBS 10116 TH206553
Phascolonryces articulosus CBS 113.76 IN206547 T
Femellomyces heterothallicus CBS 262,85 206538 AUT
Thamnostyhum piriforme CBS 316,66 IN206554 T
‘Rhizomucor pusillus CBS 354.68 HIMB49716 NT
Rhizoomcor mishei CBS 182,67 HMB49717 T
Syncephalastrum racemosum CBS 213 78 N206578
Syncephalastrum monosperum CBS 567.91 EM349718 T
Lichtheimia ramosa CBS 582 65 GQ342000 NT
Lichtheimia corymbifera CBS 420.75 GQ342003 NT
Lichtheimia hyalospora CBS 173.67 GQ342905 NT
Dichotomocladium elegans CBS 714.74 N206555 T
Dichotomocladium robustum CBS 440.76 TN106557 T
Thermomscor ingicas-seudaricae CBS 104.75 HME49661 T
#2—— Absidia ghuca CBS 101.08 HMB340705 T
00 - Absidiia coerulea CBS 101.28 TN206585
Absidia repens CBS 115583 HMB49706 IT
15 Cunninghamell benholleiae CBS 190.84 HME49T0L
100 | 100 ™ Comminphamelia elemns CBS 167 53 HMB40700
Cunninghamella echimilata CBS 15628 HMB49702
Gergronella butleri CBS 216.53 HM249698
100 — Saksenaea oblongispora CES 133,00 HME49604
Apophysomyces elegans CBS 477.78 IN206536
Spinellus fusiger CBS 405.63 HMBA9654
Phycomyces blakesleeams CBS 270.32 HMB4066)

Radiomyces spectabilis CBS 255 60 IN206537 T
i is CBS 661 86 TN206558 T

Umbelopsis ramamniana CBS 101226 IN206566
Umbelopsis isabellina CBS 560.63 IN206573

parvispora CBS 311.52 EMB49639 5T

Martierella
— 0.0 substitutions/site

Fonte: Diogo Xavier Lima.

B.ITS

Mucor fuscus CBS 313.78 IN206200
Mucor fuscus CBS 132.22 JF299234

Mucor fuscus CBS 282.78 N206201

100] Mucer fuscus CBS 530.77 IN206202

Mucer fuscus CBS 254.48 TN26203

Mucer fuscus CBS 230.20 TN206204

or lanceolatus LMSA 1.09.153 JFT23608 T
Mucor Ianceolatss CBS 638.74 IN206205
Mucor exponens CBS 50848 IN206207

Mucor exponens CBS 404.58 IN206208

Mucor exponens CBS 141.20 IN206206 NT
Tsomucor rufemize CCTBt 1328 HQS02190 T

Miucor laxorrhines CBS 143 85 TN206200 NT
Mucor brorrheras CBS 137.66 IN206210
Hyphomucor assamensis CBS 415.77 IN206211 T
Hyphonmicor assamensis CBS 254 85 TN206212

Mucor amphibionam CBS 7§3.74 HM999957 T

- 0.01 substitations/site

C. MCM7

‘Hyphonmcor assamensis CBS 415.77T
Mucor fuscus CBS 530.77

Mucor fuscus CBS 282.78

L00| Mucor fascus CBS 313.78

Mucor fscus CBS 25448

Miucor exponens CBS 404.58

Mucer exponens CBS 50848

Mucor esponens CBS 14120 NT

T SR AP ibiorum, CBS 763.74 T
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4.3.4. Mucor irregularis

Mucor irregularis Stchigel, Cano, Guarro & Ed. Alvarez

Colbnias inicialmente brancas, tornando-se amarelas para creme (MP 19D1),
alcancando 9,4 cm in diam. e 9 mm em altura apds quatro dias em MEA a 25 °C. Reverso
amarelo (MP 11J6). Esporangidforos eretos, simpodialmente e monopodialmente ramificados,
surgindo de hifas aéreas, (3-) 5-15.5 (-26.5) um diam., hialinos. Esporangios globosos para
subglobosos, (16-) 28-40 (-50) pm didm., marrons para acizentados, com parede
deliguescente. Columelas globosas 12.5-26.5 um diam., ou elipsoidais para cilindricas, 30—
33.5 x 22-30 pm, raramente conicas 25-40 x 20-35 pm, algumas variadas em forma,
amarronzadas, de parede lisa; colar pouco evidente. Esporangiosporos hialinos, de parede lisa,
maioria elipsoides 2.5-11 x 2-4.8 (-10) um, subesfericos para ovoides, 3.7-9.5 x 2.5-7 um
ou globosos, 2.5-9.5 um diam., alguns irregulares em tamanho e forma, até 12 um diam.
Rizoides, clamidosporos e oidios observados. Zigosporangios ndo visualizados.

Provavelmente heterotélica.
Habitat: solo.

Distribuicdo: Pernambuco, Brasil, Australia (RIBEIRO et al., 2010), China (ZHENG &
CHEN, 1991; LU et al., 2009; ZHAO et al., 2009; LI & LUN, 2012), Japdo (TOMITA et al.,
2011), India (HEMASHETTAR et al., 2011), Nigéria (LU et al., 2013) and USA (SCHELL et
al., 2011). Esse é o primeiro registro para a America do Sul.

Notas: Mucor irregularis foi descrito por Zheng & Chen (1991) como Rhizomucor
variabilis var. variabilis R.Y. Zheng & G.Q. Chen, tendo sido isolada de infec¢do cutanea
primaria de um paciente em Jiangsu, China. Analises filogenéticas das regides ITS e LSU
rDNA mostraram que R. variabilis var. variabilis pertence a Mucor, sendo atualmente
referida como M. irregularis (ALVAREZ et al., 2011).

Material examinado: Brazil, Pernambuco: Tamandaré, Reserva Bioldgica de Saltinho
(8°43'09"'S 35°10'11"W), solo, 2013, D.X. Lima. (URM 7723).

A ferramenta BLASTn mostrou que as sequéncias do nosso isolado (URM 7723)
apresentaram 99% de identidade com a sequéncia tipo de M. irregularis (JX976259 - CBS
700.71) e 96% identidade com sequéncia do isolado de M. irregularis (JN206150 - CBS

103.93), primeiramente descrito como Rhizomucor variabilis. As analises filogenéticas do



71

conjunto de dados (Figura 25) mostraram que nossas sequéncias (MG269827 e MG269828)
foram agrupadas com sequéncias de M. irregularis.
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Figura 23 - Mucor irregularis (URM 7723). A. Aspecto da col6nia; B. esporangi6foro com ramificacdo simples;
C. esporangio6foro com a esporangio; D. columela globosa; E. columela conica; F. columela elipsoidal para
cilindrica; G. clamidésporos; H. esporangiosporos.
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Fonte: Diogo Xavier Lima.
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Figura 24 - Arvore filogenética de Mucor irregularis e espécies relacionadas baseada em sequéncias da regi&o
ITS. Mucor gigasporus foi usado como outgroup. As sequéncias estdo com seus nimeros de acesso do banco de
dados do genbank. Valores de suporte sdo de infer Valores de suporte sdo de inferéncia Bayesiana e maxima
verossimilhanca. As sequéncias obtidas nesse trabalho estdo em negrito.

Mucor gigasporus JN206247

m‘ Mucor endophyticus JN206159
Mucor endophyticus EF583635
Mucor luteus HM999954
X Mucor luteus JN206147

Mucor luteus JN206149

1.00/101

Mucor luteus JN206148
Mucor hiemalis f. hiemalis JN206125
9 Mucor hiemalis f. hiemalis IN206128
Mucor hiemalis f. hiemalis JN206126
0781787 | 0098 Mucor hiemalis f. corticola JN206146

Mucor hiemalis f. corticola JN206145

0.85/997 Mucor hiemalis f. corticola JN206132
Mucor hiemalis f. hiemalis JN206134

0.69/64/ | Mucor hiemalis f. hiemalis JN206137

11.00/89] Mucor hiemalis f. hiemalis JN206136
Mucor nidicola JF299215

Mucor nidicola HQ913647

Mucor merdicola KT960374

0.93/1

0.53/6¢

Mucor merdicola KT960373

0.98/99 A

Mucor irregularis JX976259
Mucor irregularis JX976247
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0.63/-
1,00/ Mucor irregularis MG269827

100100 ' Mucor irregularis Mg269828
Mucor irregularis EU616623
Mucor irregularis JIN206153
Mucor irregularis JN206150

0.90/99

Mucor irregularis JN206151
Mucor irregularis JN206152

Fonte: Diogo Xavier Lima.
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44  CARACTERIZACAO DOS ESPECIMES DE MUCORALES QUANTO A
CAPACIDADE DE PRODUZIR TANASE

Os 23 espécimes de Mucorales testados quanto a capacidade de produzir tanase em
residuo de manga apresentaram capacidade para a producdo da enzima (Tabela 8). Absidia
pseudocylindrospora foi 0 espécime mais promissor (18,00 u.mL?), seguido de C. echinulata

var. echinulata (14,00 u.mL?) e Lichtheimia brasiliensis (13,98 U.mL™).

Tabela 9 - Atividade de tanase com extrato enzimético bruto de espécimes de Mucorales isolados de solo de
Mata Atlantica utilizando residuo de manga (Mangifera indica L.).

Espécie U/mL? U/gbu U/gbs

Absidia sp. 11,88 118,776 228,414
A. cylindrospora var. cylindrospora 9,49 94,898 182,496
A. pseudocylindrospora 18,63 186,327 358,320
Backusella constricta 10,02 100,204 192,700
Circinella simplex 10,96 109,592 210,754
Cunninghamella bertholletieae 10,57 105,714 203,297
C. blakesleeana 10,24 102,449 197,017
C. echinulata 14,00 140,000 269,231
C. elegans 11,88 118,776 228,414
C. phaeospora 12,65 126,531 243,328
Gongronella brasiliensis 13,63 136,327 262,166
G. butleri 12,59 125,918 242,151

Lichtheimia brasiliensis 13,98 139,796 268,838



L. ramosa

Mucor circinelloides f. lusitanicus

M. hiemalis

M. indicus

M. irregularis

M. luteus

Rhizopus arrhizus var. arrhizus

R. microsporus

R. stolonifer

Syncephalastrum racemosum

10,80

12,57

10,65

8,82

12,43

11,47

10,57

9,33

11,86

11,37

107,959

125,714

106,531

88,163

124,286

114,694

105,714

93,265

118,571

113,673

207,614

241,758

204,867

169,545

239,011

220,565

203,297

179,356

228,022

218,603

75

Unidade de atividade enzimatica por ml (U/mL'), Unidade de atividade enzimatica por por gramas base imido

(U/gbu) e Unidade de atividade enzimética por gramas base sélido (U/gbs).
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5 DISCUSSAO

5.1ECOLOGIA DE COMUNIDADES DE MUCORALES EM DIFERENTES
ECOSSISTEMAS NATURAIS DA MATA ATLANTICA DE PERNAMBUCO

A Mata Atlantica brasileira abriga um grande numero de espécies endémicas,
acreditando-se que seja detentora de 8% da biodiversidade mundial (IBGE, 2011). Esse
dominio é extremamente ameagado devido aos ciclos continuos de préticas extrativistas que
culminaram no desmatamento e fragmentacdo de areas florestais, sendo por isso considerada
uma das areas de “hotspot” prioritaria para conservacao da biodiversidade (MITTERMEIER
et al., 1999). Em Pernambuco, restam apenas 5% de areas florestais desse dominio que
mesmo assim abrigam centros de endemismos (IBGE, 2011). A costa Pernambucana é
considerada a “regido verde” do estado, por apresentar diversos ecossistemas que se
entrelacam como 0s remanescentes de Mata Atlantica, restingas, estuarios de manguezais,

zonas de tabuleiro, entre outros (IBGE, 2011).

A maioria dos isolados citados nesse trabalho ja haviam sido reportados em outros
trabalhos em solo de Mata Atlantica (SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 1996, 2006;
SCHOENLEIN-CRUSIUS & MILANEZ 1997, 1998). Entretanto oito novos registros estdo
sendo reportados para esse dominio: Absidia sp., Backusella constricta, Gongronella
brasiliensis, Lichtheimia ramosa, Mucor indicus, M. irregularis e Syncephalastrum
racemosum. Atualmente, a Mata Atlantica brasileira conta com 66 registros de espécies de
Mucorales, enquanto a Caatinga e o Cerrado, 23 e 16 respectivamente (FLORA DO BRASIL,
2020), o que indica que a riqueza dos Mucorales em solos desse dominio é bem maior quando
comparada a riqueza do grupo em solos de outros dominios. Além disso, esse estudo é

pioneiro sobre a comunidade de Mucorales em ecossistemas de tabuleiro e mangue.

Os tabuleiros sdo ecossistemas que se desenvolvem as margens da floresta
ombrdfila, com uma formagdo vegetal que mistura espécies litordneas e do Cerrado
(RIZZINI, 1979). No presente estudo, foram isolados 13 taxons do grupo: Absidia sp.,
Circinella simplex, C. blakesleeana, C. echinulata, C. elegans, G. butleri, Lichtheimia
brasiliensis, L. ramosa, M. indicus, M. luteus, Rhizopus arrhizus var. arrhizus, R. microsporus
e Syncephalastrum racemosum. Espécies de Lichtheimia foram isoladas exclusivamente nesse
ecossistema, e sdo comuns em regides semiaridas, e as que foram isoladas no presente estudo
foram igualmente citadas em solos da Caatinga (CAVALCANTI et al., 2006; SANTIAGO &
SOUZA-MOTTA, 2006; SANTIAGO et al., 2014; LIMA et al., 2016). Lichtheimia
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brasiliensis foi descrita a partir de isolados dos solos de Araripina e Mataraca, sendo a ultima
area um ecossistema de restinga (SANTIAGO et al., 2014). Assim como as restingas, as
florestas de tabuleiros se desenvolvem em solos arenosos, com uma vegetacdo aberta e com
intensa radiacdo solar (TAVARES, 1964; ANDRADE LIMA, 1970). Espécies de Rhizopus
foram mais frequentes na restinga do que em outros ecossistemas. Assim como Lichtheimia e
Cunninghamella, espécies de Rhizopus otimizam seu crescimento em elevadas temperaturas
(DOLATABADI et al., 2014). A termotolerancia de alguns géneros de Mucorales e o fato
desses serem organismos ruderais tém sido considerados determinantes para colonizacdo de
diferentes habitats (DOLATABADI et al., 2014).

O manguezal é considerado um ecossistema extremo, com baixa oxigenacao do solo
e elevada concetracdo de salinidade e sulfetos (SCHAEFFER-NOVELLI, 2002), fator que
pode ter sido determinante para baixa riqueza e diversidade Mucorales nessa areas. .Rhizopus
stolonifer e Syncephalastrum racemosum, isoladas nesse trabalho, estdo sendo reportadas pela
primeira vez em sedimento de manguezal para o Brasil. Devido as caracteristicas particulares
do solo, como elevada salinidade, aeracdo pobre e alta temperatura, 0 manguezal se tornam
interessante  habitat para exploracdo dos fungos termofilicos/termotolerantes,
halofilicos/halotolerantes (JAITLY & RAI, 1982). Espécimes desses géneros tém sido
comumente reportados em ambientes extremos, até mesmo impactados (ZIBILSKE &
WAGNER, 1982; SANTIAGO et al., 2006), o que indica a elevada adaptabilidade dos
mesmos aos diferentes habitats.

Poucos trabalhos tém explorado a riqueza e ocorréncia de Mucorales nos
ecossistemas da Mata Atlantica no Brasil, sendo esses estudos exclusivos em areas de floresta
ombrofila densa (SCHOENLEIN-CRUSIUS & MILANEZ, 1997; TAUK-TORNISIELO et
al., 2005; SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2006). Nesse trabalho, a comunidade de
Mucorales presente na area de floresta ombroéfila apresentou nimero de unidades formadoras
de colbnia, riqueza e diversidade superior aos demais ecossistemas estudados. O fato pode ser
justificado devido aos solos de floresta ombrofila apresentarem elevada disponibilidade de
nutrientes e matéria organica (TABARELLI et al., 2005; CRUZ et al., 2013), fator
determinante para elevar o nimero de individuos e a diversidade de um ecossistema (BEGON
et al., 1990). Embora a riqueza de Mucorales no tabuleiro tenha sido inferior a da floresta
ombrdfila, a diversidade em ambos ecossistemas foi estatisticamente similar. Esse resultado
ocorreu devido a comunidade de Mucorales do solo do tabuleiro possuir mais elevada

equitabilidade, ou seja, a distribuicdo das espécies nessa area € mais homogénea do que nas
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demais areas. Outro fator é a predominancia de espécies raras na floresta ombrofila, como B.
constricta, que teve dois individuos (doubleton), C. bertholletiae isolada de apenas uma
amostra (unique), M. circinatus e M. circinelloides f. lusitanicus, isoladas em duas amostras

(duplicates).

Utilizar diferentes estimadores pode selecionar qual deles € mais adequado para
estimar a riqueza de uma comunidade (PALMER, 1990). Chao 1 e Jacknife 1 sdo estimadores
ndo paramétricos de riqueza de espécies, ou seja, se baseiam na raridade das espécies
utilizando varidveis como singletons, doubletons, uniques e duplicates (COLWELL et al.,
2004). O Jacknife 1 projetou estimativas diferentes na floresta ombrofila e no manguezal,
além de ter uma grande ascensdo nas primeiras amostras de todas as areas. Por outro lado,
Chao 1 forneceu estimativas precisas do nimero de espécies observadas. Esse fato também
foi observado por Lima et al. (2016), que, ao estimarem a riqueza de espécies da comunidade
de Mucorales em diferentes ecossistemas do semiérido, obtiveram uma estimativa mais
concisa atraves do Chao 1. Um bom estimador deve alcancar ou aproximar-se da assintota
com numero igual ou menor de amostras do que a curva de acumulacdo de espécies
observadas (Sobs) (GOTELLI & COLWELL, 2001), o que sugere que Chao 1 seja o

estimador mais eficaz para comunidades de Mucorales.

Apesar dos Mucorales estarem presentes no solo de todos o0s ecossistemas estudados
a frequéncia de ocorréncia e abundéncia relativa da maioria das espécies observadas foi bem
inferior, quando comparadas as dos demais fungos filamentosos, sendo geralmente
considerados infrequentes (OLIVEIRA et al., 2013; LIMA et al., 2016). Esse resultado ja era
esperado, ja que € comum existirem poucos tdxons com elevada frequéncia de ocorréncia,

enguanto a maioria possui uma baixa frequéncia (RICHARDSON, 2001).

As comunidades dos Mucorales nos ecossistemas estudados variaram em relacdo a
composicdo de espécies. A distancia de Bray-Curtis foi utilizada para visualizar a
proximidade entre essas comunidades e o quanto elas séo similares. A dissimilaridade entre as
espécies foi observada através da formacéo de dois grupos distintos (Figura 11), embora ndo
bem definidos. Cada grande grupo é formado por espécies exclusivas ou que apresentam
maior frequéncia, do tabuleiro (Grupo 1) e da floresta ombrofila densa (Grupo 2) e, dentro de
cada grupo sdo observadas espécies da restinga e do mangue. Esses agrupamentos podem

indicar que as espécies mais proximas tém nichos ecoldgicos similares na comunidade.
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A ocorréncia de uma espécie em um determinado solo € influenciada por fatores
abidticos como temperatura, pH, salinidade, quantidade de matéria organica e nutrientes
(moléculas contendo C e N) (CRUZ et al., 2017). As variaveis do solo analisadas no presente
estudo ndo apresentam elevada influéncia sobre a composicdo da comunidade de Mucorales,
embora juntas representem 1/3 da variacdo. Mas € possivel dizer que algumas dessas
variaveis estdo correlacionadas com a estrutura das comunidades, visto que Na, S, Ca
parecem influenciar negativamente no mangue, enquanto que, Al, H e Mg positivamente na
floresta ombrofila, evidenciando uma tendéncia para a separacdo desses ecossistemas (Figura
12). Mudancas na comunidade de plantas de um ecossistema, bem como a variacdo de fatores
edaficos e condigBes climaticas influenciam na composi¢do microbiana na rizosfera
(SCHMIT & MUELLER, 2007; PANDEY & PALNI, 2007). Além disso, a fisiologia dos
fungos e a competicdo por matéria organica dentro desses habitats sdo fatores importantes

para heterogeneidade dessas comunidades (BILLS et al., 2004).

5.2 DIVERSIDADE DE MUCORALES EM UMA AREA FRAGMENTADA DA MATA
ATLANTICA DA RESERVA ECOLOGICA DOIS IRMAQOS

A maioria das espécies de Mucorales isolados nesse estudo, como Absidia
cylindrospora var. cylindrospora, Circinella simplex, M. hiemalis, R. arrhizus var. arrhizus e
R. microsporus, ja foram reportadas em solos de Mata Atlantica (SCHOENLEIN-CRUSIUS
et al., 1996, 2006; SCHOENLEIN-CRUSIUS & MILANEZ 1997, 1998) do Brasil. Até o
presente estudo, haviam sido reportadas 66 espécies de Mucorales para Mata Atlantica no
Brasil, tendo 48 sido isoladas do solo. Esses registros foram realizados principalmente na
regido Sudeste, ja que a maioria dos estudos sobre o grupo na regido Nordeste estdo
concentrados em solos do semi-arido (CAVALCANTI et al., 2006; SANTIAGO & SOUZA-
MOTTA, 2006; OLIVEIRA et al., 2013; SANTIAGO et al., 2013; LIMA et al., 2016).

Syncephalastrum racemosum € uma espécie comumente encontrada no solo
(DOMSCH et al., 2007) e, no Brasil, foi isolada exclusivamente de amostras de solo do semi-
arido (SANTIAGO et al., 2013; LIMA et al., 2016a). Nesse sentido, esse é o primeiro registro
dessa espécie em solos de areas de Mata Atlantica brasileiras. Espécies de Cunninghamella
sdo principalmente encontradas em solo de regides subtropicais (DOMSCH et al., 2007),
estando C. phaeospora presente nos solos de Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (MAIA et
al., 2006; DE SOUZA et al., 2008; SANTIAGO et al., 2013) do Brasil. Backusella constricta
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foi isolada nesse estudo e descrita como nova (LIMA et al., 2016b), sendo essa a Unica
espécie do género endémica da Mata Atlantica. Todas as espécies de Backusella
anteriormente reportadas no Brasil haviam sido isoladas de excrementos na Mata Atlantica ou
da serrapilheira do Cerrado (SANTIAGO et al., 2011; DE SOUZA et al., 2014).

Nossos resultados apontaram baixa abundancia relativa de todas as espécies de
Mucorales isoladas das amostras de solo inventariadas, com excec¢do de G. butleri. Santiago et
al. (2013) também relataram resultados similares para Mucorales em solos de areas semi-
aridas no Brasil. Esses resultados corroboram o modelo de abundancia de espécies da série
log, j& que estamos relatando uma pequena assembléia de espécies com um pequeno ndmero
de espécies abundantes e uma grande quantidade de espécies raras (THOMAS &
SHATTOCK, 1986). A maioria dos Mucorales sdo infrequentes no solo e apresentam baixa
frequéncia em suas comunidades (SANTIAGO et al., 2013, LIMA et al., 2016). Como fungos
ruderais, os propagulos das espécies desse grupo chegam em intervalos aleatorios e com

distribuicdo muito dispersa em todo o solo (PUGH, 1980).

De todas as espécies isoladas no presente estudo, apenas G. butleri e A.
cylindrospora var. cylindrospora foram muito frequentes. Absidia cylindrospora var.
cylindrospora € comum em regides temperadas e tropicais (PFENNING & DE ABREU,
2006), incluindo a Mata Atlantica brasileira (SCHOENLEIN-CRUSIUS & MILANEZ, 1998),
enquanto G. butleri é frequente em florestas tropicas da Africa do Sul (EICKER, 1969),
Malésia (VARGHESE, 1972), Nigéria (OGBONNA & PUGH, 1982), Costa do Marfim
(RAMBELLI et al., 1984), Uruguai (BETTUCI & ROQUEBERT, 1995) e na Mata Atlantica
brasileira (MAIA et al., 2006). Em estudos sobre comunidades de Mucorales em solos de
areas semi-aridas (LIMA et al., 2016a; SANTIAGO et al., 2013), G. butleri foi relatada como
rara ou ausente, enquanto A. cylindrospora var. cylindrospora apresentou menor frequéncia
de ocorréncia do que nos solos de floresta tropical. Supde-se que essas espécies tenham uma
maior distribuicdo em ecossistemas da floresta tropical. Circinella simplex tem sido isolada de
florestas tropicais no Brasil e na Colombia (SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2006; de
SOUZA et al., 2011; GUALDRON-ARENAS et al., 1997), como também em outros paises
tropicais. As comunidades de fungos do solo em florestas tropicais compreendem muitas
espécies cosmopolitas e varias espécies com distribuicdo tipicamente tropical tém sido
comumente reportadas como infrequentes (PFENNING & DE ABREU, 2006).
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A diversidade de Mucorales nos solos da Reserva Ecolégica Dois Irmaos foi maior
do que o relatado por Cabello & Arambarri (2002) (H’=0.49) em florestas em Buenos Aires,
Argentina. No entanto, a diversidade de Mucorales foi menor quando comparada a de outros
fungos filamentosos (H = 2,45) encontrados pelos autores acima mencionados. O aumento da
diversidade esta intimamente correlacionado com a riqueza das espécies, como sugerido por
Magurran (1988). A riqueza das espécies obtidas neste estudo é suportada pelo resultado da
curva de acumulacdo de espécies com estimador Chao 1, o qual é baseado no numero de
espécies raras que sdo comumente observadas nas comunidades de Mucorales. Embora o0s
Mucorales sejam comumente encontrados em amostras de solo, a riqueza do grupo
geralmente representa apenas 10% de todos os fungos filamentosos isolados do solo
(CABELLO & ARAMBARRI, 2002; OLIVEIRA et al., 2013)

5.3 DESCRICAO DE ABSIDIA SP. NOV. PRESENTE NO SOLO DA MATA ATLANTICA
DE PERNAMBUCO, BRASIL

Recentes analises com as regides 5.8S e ITS rDNA demonstraram que as espécies do
género Absidia estdo dentro da familia Cunninghamellaceae, composta por espécies
mesofilicas (HOFFMANN et al., 2013). Nossas analises filogenéticas de Absidia sp. mostram
que essa espécie difere geneticamente das outras dentro de Absidia, sendo, portanto, nova

para esse género.

Morfologicamente o isolado apresenta caracteristicas gerais encontradas em todos 0s
taxons do género, como esporangioforos eretos, crescendo solitarios ou em verticilos a partir
de estoldes, geralmente com um septo abaixo de esporangios piriformes. Assim como o
observado Absidia sp, varias espécies desse género, como A. anomala Hesselt. & J.J. Ellis, A.
cylindrospora, A. fusca Linnem, A. heterospora Y.ling, A. psychrophilia Hesselt. & J.J. Ellis,
A. pseudocylindrospora e A. spinosa produzem esporos cilindricos (HESSELTINE & ELLIS,
1964). No entanto, Absidia sp diferencia se das outras espécies do género por produzir
esporos cilindricos e alguns levemente cuneiformes (nunca globosos como os de A.
heterospora (HESSELTINE & ELLIS, 1964) e por apresentar frequentemente columelas com
duas projecOes apicais. A presenca de projecdes nas columelas de vérias espécies de Absidia
foi reportada por Hesseltine & Ellis (1964), Ellis & Hesseltine (1965) e Hesseltine & Ellis
(1966). No entanto, apenas A. macrospora descrita por Vanova (1968) pode apresentar
projecdes que se ramificam em duas, porém a coloracdo esverdeada da col6nia e 0s esporos
exclusivamente globosos da A. macrospora a distinguem de Absidia sp. Columelas com mais
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de uma projecdo também sdo comuns na maioria das espécies de Lichtheimia, tratadas até
2007 como espécies de Absidia (HOFFMANN et al., 2007).

Absidia sp. nov apresenta caracteristicas morfologicas e genéticas significativas que a
diferenciam das outras espécies do género. No entanto, a elevada semelhanca morfolégica
entre as espécies de Absidia que produzem esporos exclusivamente cilindricos muitas vezes
dificulta a correta identificacdo dos taxons sem o auxilio da biologia molecular. Fato também
observado em Lichtheimia corymbifera e L. ramosa, antigamente pertencente ao género
Absidia, que sdo geneticamente diferentes, porém diferenciam se apenas por uma leve
variacdo na forma dos esporos (GARCIAHERMOSO et al., 2009).

5.4 DESCRICAO DE BACKUSELLA CONSTRICTA SP. NOV. PRESENTE NO SOLO DA
MATA ATLANTICA DE PERNAMBUCO, BRASIL

Nesse estudo é descrita uma nova espécie de Backusella, atribuida como B. constricta.
Essa nova espécie exibe caracteristicas morfoldgicas que a diferenciam de qualquer outra
espécie do género, como as columelas conicas e cilindricas, algumas possuindo uma
constricdo central e os esporangiosporos subglobosos 7.5-15 x 5.5-10 um, servindo como
caracteres sinapomdrficos para as novas espécies. Backusella constricta apresenta
esporangiolos uni- e multi esporados, sendo estes Ultimos observados com maior frequéncia.
A producdo de esporangios e esporangiolos pode ser observada em outros géneros de
Mucorales, como Blakeslea Thaxt.,, Choanephora Curr., Chaetocladium Fresen.,
Dichotomocladium Benny & R. K. Benj., Dicranophora Schrét, Isomucor J.I. De Souza,
Pires-Zottarelli & Harakava, Mycotypha Fenner, Radiomyces Embree, Thamnidium Link e
Thamnostylum Arx & H.P Upadhyay. No entanto, esses géneros tém apenas esporangiolos
multisporados (BENNY, 2005). Embora a presenca de esporangiolos como Unica
caracteristica distintiva ndo deva ser utilizada para distinguir géneros de Mucorales
(WALTHER et al., 2013), a presenca ou auséncia de esporangiolos uni e/ou multisporados
pode ser um critério util para diferir entre algumas espécies de Backusella, como B. grandis,
B. oblongispora, B. oblongielliptica, B. variabilis e B. recurva, em que essa estrutura ndo é
reportada (BENNY & BENJAMIN, 1975; SCHIPPER, 1990; BENNY 2005, 2012). De
acordo com Schipper (1990), os esporangiolos podem ser observados em B. tuberculispora
(citada como M. tuberculisporus) e em culturas envelhecidas de B. indica (citadas como M.
recurvus var. indica). Benny & Benjamin (1975) relataram a presenca de esporangiolos em B.
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circina e B. lamprospora, sendo os esporangiolos uni e multisporados frequentes na primeira
espécie, enquanto esporangiolos uni esporados sdo infrequentes em B. lamprospora. De
Souza et al. (2014) também relataram a producdo de esporangiolos multisporados em B.

gigacellularis.

Na arvore de LSU rDNA, B. constricta ficou proxima a um subclado com B. indica, B.
variabilis e B. grandis. Na ferramenta BLASTN, as espécies mais proximas relacionadas a B.
constricta foram B. indica e B. grandis. No entanto, a andlise filogenética da regido ITS
rDNA mostrou que B. constricta formou um clado separado. Morfologicamente e
fisiologicamente, B. constricta difere dessas espécies pela producdo de esporangiosporos
subglobosos e pela capacidade de crescimento em até 35°C, enquanto B. indica, B. variabilis e

B. grandis produzem esporangiosporos elipsoidais e sdo capazes de crescer em até 40°C.

Nossas analises filogenéticas foram realizadas com base em Walther et al. (2013),
incluindo sequéncias de B. gigacellularis. As sequeéncias de B. oblongispora (JN206251) e
B. oblongielliptica (JN206278) ndo foram utilizadas na reconstrucdo filogenética da regido
ITS devido ao alto nivel de variacdo das regides 1TS1 e ITS2, o que resultou em dificuldades
para alinhar as sequéncias, um fendmeno que também foi observado por de Souza et al.
(2014). No entanto, ambas as espécies em questdo foram incluidas na arvore filogenética LSU
(Figura 18) e na matriz de similaridade mostrada na Tabela 7. Todas as sequéncias usadas
para gerar a arvore LSU nesse manuscrito representam os dominios D1-D2 do rDNA LSU de
cada espécime. No entanto, as sequéncias de B. gigacellularis disponiveis no GenBank ndo
estdo relacionadas a esses dominios, 0 que torna impossivel alinhd-las com as outras
sequéncias de Backusella durante a reconstrucdo filogenética da arvore LSU. Nenhuma das
especies descritas de Backusella possui todas as caracteristicas morfologicas encontradas em
B. constricta. Geneticamente, as regides 1TS1-5.8-1TS2 e D1-D2 do LSU divergem de outras
espécies conhecidas dentro do género em <95% e <98%, respectivamente, satisfazendo o
pressuposto molecular para designacdo de novas espécies designado por Hoffmann et al.
(2009).

55 UMA NOVA INTERPRETACAO DE CIRCINELLA SIMPLEX COM BASE EM
ANALISES FILOGENETICA E MORFOLOGICA RESULTOU NA DESCRICAO DE
MUCOR CIRCINATUS SP. NOV.

Circinella simplex foi isolada pela primeira vez de excrementos de cées, na Franca,

por van Tieghem (1875). Vérios anos depois, considerando Circinella como um subgénero de



84

Mucor, Migula (1910) transferiu C. simplex para Mucor [como M. simplex (Tiegh.) Mig].
Durante o presente estudo, foi obtido um isolado da mata atlantica que exibiu caracteristicas
morfologicas e moleculares descritas para C. simplex. No entanto, durante o estudo, foram
encontradas diferencas entre o protdlogo de C. simplex de van Tieghem (1875) e a descricdo
de C. simplex por Hesseltine & Fennell (1955) que se encaixam no isolado obtido no presente
trabalho, resultando em uma nova interpretacdo de C. simplex e na descricdo de uma nova

espéecie Mucor.

As arvores filogenéticas obtidas no presente estudo suportam os resultados de Walther
et al.(2013), colocando as linhagens CBS 142.35, CBS 284.92, CBS 428.80, CBS 540.80,
CBS 548.89 e URM 7218 proximo de Mucor fuscus e M. laxorrhizus. Embora Isomucor
trufemiae e Hyphomucor assamensis estejam posicionadas dentro do clado de Mucor em
nossas arvores filogenéticas da regido ITS e LSU do rDNA. S&o necessarios mais marcadores

moleculares para resolver a posi¢éo taxénomica correta desses taxons.

Morfolologicamente, o isolado obtido de Mata Atléntica e as cinco culturas da CBS
estudadas (CBS 142.35, CBS 284.92, CBS 428.80, CBS 540.80, CBS 548.89) correspondem
a descricdo de C. simplex dada por Hesseltine & Fennell (1955), ao produzirem
esporangiosporos irregulares (angulares) com 3-5,5 um de comprimento (Figura 20). No
entanto, van Tieghem (1875) descreveu e ilustrou C. simplex como produzindo
esporangiosporos globosos com até 3 um de didmetro. Callen (1949) mencionou que as
figuras de C. simplex exibidas no trabalho de van Tieghem (1875) mostraram um unico
esporangio com um “espinho” estéril, caracteristica compartilhada entre varias espécies de
Circinella. Na nossa opinido, van Tieghem ilustrou uma secdo de todo o esporangidforo, e 0
suposto espinho estéril representaria uma parte do esporangiéforo que nao foi desenhado,
embora seja dificil reconhecer isso ja que 0s contornos desta estrutura ndo estdo claros na
figura. Além disso, van Tieghem descreveu apenas 0s ramos primarios dos esporangioforos,
enquanto Hesseltine & Fennell (1955) frequentemente observaram ramos secundarios nas
cepas consideradas como C. simplex. No presente trabalho, foi admitido que os ramos
secundarios dos esporangioforos e o0s esporangiosporos angulares (Figura 20) sdo
caracteristicas morfdlogicas fortes que dificilmente teriam sido ignorados por van Tieghem e,
portanto, as cepas com esporangiosporos angulares foram consideradas como sendo uma

especie diferente da C. simplex originalmente descrita.
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Esta suposicdo € ainda suportada pela distribuicdo geografica das cepas com
esporangiosporos angulares, que foram isoladas de paises tropicais. No entanto, a Circinella
simplex descrita por van Tieghem (1875) foi isolada na Franca. Na literatura, existem alguns
relatos de C. simplex proveniente da Europa: Republica Tcheca (SLADKA et al., 1968),
Reino Unido (DENNIS & GEE, 1973), Alemanha (KLOPOTEK, 1979) e Hungria
(NOVAKOVA, 2009), mas, em apenas um desses casos, a cepa foi depositada em uma
colecdo de cultura. O sequenciamento dessa cepa (ATCC 48382), isolada na Alemanha
(KLOPOTEK, 1979), identificou-a como C. muscae (dados ndo publicados). Sladka et al.
(1968) descreveram C. simplex semelhante ao descrito por van Tieghem (1875), com
pequenos esporos globosos de cerca de 3 um de didmetro. Os isolados da Hungria e do Reino
Unido ndo foram descritos e nem depositadas em colecdes de cultura. Portanto, ndo temos
certeza da identidade dos mesmos. No entanto, até agora, ndo existe nenhum relato sobre uma

espécie de Circinella simplex com esporo angular de paises com um clima temperado.

Em nossa opinido, a diferenca marcante na forma dos esporos e a ramificagdo dos
esporangidforos, juntamente com a distribuicdo geografica de C. simplex, sugere fortemente
que as espécies descritas por van Tieghem (1875) e as cepas de esporos angulares, incluindo
CBS 142.35 (NRRL 2407), isolado por Zycha (1935) e descrito por Hesseltine & Fennel
(1955), representam duas espécies diferentes ndo descritas. Dessa forma, nds estamos
propondo Mucor circinatus sp. nov. para os isolados de esporos angulares. Até o presente, C.
simplex descrita por van Tieghem, em 1875, esta perdida para a ciéncia. A mudanca de
identidade dos espécimes com esporos angulares ndo altera a posicdo tax6bnomica da
verdadeira C. simplex que, apesar de ndo existir nenhum material disponivel, ndo precisa ser
excluida do género Circinella. Portanto, esse género atualmente consiste nas seguintes
especies: C. angarensis, C. chinensis, C. minor, C. mucoroides, C. muscae, C. simplex e C.

umbellata.
5.6 PRIMEIRO REGISTRO DE MUCOR IRREGULARIS NA AMERICA DO SUL

As caracteristicas morfologicas de M. irregularis descritas aqui mostram boa
correspondéncia com a descricdo de Zheng & Chen (1991). No entanto, as columelas de
forma variavel e irregular citadas na descricdo original ndo foram observadas no nosso
isolado, com ambos os espécimes exibindo columelas globosas e elipsoidais a cilindricas e,
principalmente, esporangiosporos elipsoidais, alguns dos quais cilindricos ou globosos,
conforme relatado por Lu et al. (2009, 2013) e Schell et al. (2011). Na arvore filogenética da
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regido ITS do rDNA do presente estudo, as sequéncias de M. irregularis foram colocadas
proximas as de M. hiemalis (Figura 20), que possui caracteristicas morfolégicas semelhantes a
M. irregularis. No entanto, os esporangioforos de M. hiemalis sdo levemente simpodialmente
ramificados, enquanto M. irregularis produz esporangiéforos monopodial e simpodialmente
ramificados. Os esporangios de M. irregularis sdo esféricos para globosos com colorag¢éo do
marrom para acinzentado, com paredes difluentes, em contraste com o esporangio de aspecto
vitreo amarelado para castanho escuro e de parede deliquescente observado em M. hiemalis.
Mucor irregularis produz columelas predominantemente globosas e elipsoidais a cilindricas
que diferem do tipo elipsoidal com a base truncada encontrado em M. hiemalis. Além disso,
M. hiemalis produz esporangiosporos com poucos granulos, elipsoidais, alguns achatados de
um lado, enquanto os esporangiosporos de M. irregularis sdo de parede lisa, principalmente
elipsoidais, cilindricos ou globosos (SCHIPPER, 1973).

Mucor irregularis foi descrito como um fungo oportunista emergente, especialmente
nos paises asiaticos. A infeccdo clinica causada por esse fungo afeta os rostos e as
extremidades expostas de pacientes imunocompetentes, sendo uma micose principalmente
cutanea ou subcutanea, tornando-se cronica e levando a mutilagdo severa ou morte do
paciente (LI & LUN, 2012; LU et al., 2013). Os relatos de casos dessa espécie comegaram
inicialmente na China, onde M. irregularis foi isolada pela primeira vez das lesGes de um
paciente e descrito como Rhizomucor variabilis var. variabilis (ZHENG & CHEN, 1991). Os
casos foram posteriormente relatados na Australia (RIBEIRO et al., 2010), Japdo (TOMITA
et al., 2011), india (HEMASHETTAR et al., 2011) e Estados Unidos (SCHELL et al., 2011).
Mucor irregularis também foi isolada do solo e como enddfito de Rhizophora stylosa Griff,
(LU etal., 2013; GAO et al., 2016).

Lu et al. (2013) forneceram um estudo taxondmico e filogenético detalhado baseado
em quatro genes locus de M. irregularis, com foco na distribuicdo geografica dessa espécie.
De acordo com esses autores, M. irregularis, predominantemente encontrado no leste da Asia,
também é distribuido em todo 0 mundo. Entretanto, a presenca dessa espécie ainda ndo havia
sido confirmada na Europa e América do Sul. Esse é o primeiro registro de M. irregularis na

Ameérica do Sul.
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5.7 PRODUCAO DE TANASE POR ESPECIES DE MUCORALES UTILIZANDO
RESIDUO DE MANGA ATRAVES DE FES

Trabalhos sobre a producdo de tanase por representantes de Mucorales ainda sdo
escassos, tendo sido relatadados como produtores dessa enzima apenas espécimes dos géneros
Cunninghamella sp., Helicostylum sp., Rhizopus e Syncephalastrum (BRADOO et al., 1996;
KAR & BANERIJEE, 2000; BANERJEE et al., 2005; PUROHIT et al., 2006; LONDONO-
HERNANDEZ et al., 2017).

Através da FES, todas as 23 espécies de Mucorales analisadas no presente estudo foram
capazes de produzir tanase. De acordo com Banerjee et al. (2005), a fermentacdo em estado
solido tem alcangado um rendimento maior do que fermentacdo submersa convencional na
producdo dessa enzima. Além disso, esse tipo de fermentacdo apresenta vantagens sobre o0
método convencional devido a reducdo na utilizacdo de agua e riscos de contaminacdo e por
ser um método de producdo simples que utiliza residuos agroindustriais como substrato
(PINTO et al., 2011).

Nos ultimos anos, os trabalhos sobre a producdo de tanase através de FES tém utilizado
residuos agroflorestais e agroindustriais ricos em taninos como indutores da producdo dessa
enzima (SABU et al., 2005; KUMAR et al., 2007; MANJIT et al., 2008; CRUZ et al., 2013).
Utilizando residuos de tamarindo e do dendé como substrato, Sabu et al. (2005) obtiveram
valores entre 6,44 U/g e 13,03 U/g de tanase produzidos por Aspergillus niger, pelo uso de
cada residuo, respectivamente. A maioria dos isolados de Mucorales testados nesse trabalho
foram capazes de produzir valores elevados de tanase, entre 93,26 U/g e 186,327 U/qg,
indicando o potencial do substrato de manga na producdo dessa enzima por Mucorales.

Os poucos trabalhos que existem sobre a producdo de tanase por Mucorales atraves de
FES focam no consércio entre R. arrhizus e Aspergillus foetidus (BANERJEE et al., 2005;
PUROHIT et al., 2006). Até o presente estudo, Kar & Banerjee (2000) tinham avaliado
separadamente uma espécie de Mucorales através de FES. Utilizando uma linhagem de R.
arrhizus isolada do solo, os autores constatram que a melhor perfomace para producgéo
enzimética (30 U.mL™) dessa espécie, foi utilizando sementes de Caesalpinia digyna com um
teor de umidade de 93%, incubadas a 32°C por 72 horas. A produgdo de tanase por R.
arrhizus obtida pelos autores supracitados foi melhor do que a observada no presente estudo
(10,57 U.mL™). Essa diferenca nos valores na producdo enzimética pode ser possivelmente

explicada pelo teor de tanino presente nos substratos testados, visto que as sementes de
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Caesalpinia digyna possuem 58% de taninos em sua biomassa (KAR & BANERJEE, 2000),
enquanto os carogos sao constituidos de 12 a 18% de taninos (ROZANE et al., 2004).

Kumar et al. (2007) avaliaram a produgdo de tanase por Aspergillus ruber utilizando
folhas de jameloeira, enquanto Manjit et al. (2008) utilizaram folhas de cinco &rvores
frutiferas para producdo de tanase através da FES, por A. fumigatus. Em ambos trabalhos,
respectivamente, os autores obtiveram 69 U.g™' e 174,32 U.g"* como atividade méaxima de
tanase. Embora Aspergillus seja referido como um dos géneros mais promissores na producédo
dessa enzima (AGUILLAR et al., 2007), Absidia pseudocylindrospora testada no presente
trabalho obteve 186,327 U.g? de atividade maxima de tanase, resultado superior aos dos

trabalhos supracitados.

Em um trabalho realizado por Cruz et al. (2013) utilizando folhas de manga como
substrato, os autores relataram que a atividade taninolitica das espécies de Penicillium varia
entre 14,48 e 89,48 U.mL™. Embora os resultados obtidos no presente estudo tenham sido
inferiores (entre 8,82 e 18,63 U.mL™) ao dos autores supracitados, esses dados reforcam o
potencial de espécies de Mucorales para a producdo de tanase, devido ao fato de que existem
diferentes varidveis a serem estudadas, como exemplo, tipo de substrato, quantidade de acido
tanico, temperatura ou tempo de incubacdo, de modo a otimizar producdo dessa enzima. Além
disso, Absidia cylindrospora var. cylindrospora, A. pseudocylindrospora, B. constricta,
Circinella simplex, Cunninghamella bertholletieae, C. blakesleeana, C. echinulata, C.
elegans, C. phaeospora, Gongronella brasiliensis, G. butleri, Lichtheimia brasiliensis, L.
ramosa, Mucor circinelloides f. lusitanicus, M. hiemalis, M. indicus, M. irregulares, M.
luteus, Rhizopus microsporus e R. stolonifer estdo sendo relatadas pela primeira vez como

produtoras desta enzima.
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6 CONCLUSOES

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

experimentais estabelecidas, conclui-se que:

- Absidia cylindrospora var. cylindrospora, A. pseudocylindrospora, Backusella constricta,
Cunninghamella bertholletiae, C. echinulata, C. elegans, C. phaeospora, Gongronella
brasiliensis, G. butleri, Mucor circinatus, M. circinelloides f. lusitanicus, M. hiemalis, M.
indicus, M. irregularis, Rhizopus arrhizus, R. microsporus, R. stolonifer e Syncephalastrum
racemosum fazem parte da comunidade de Mucorales na area de floresta ombroéfila densa da

Reserva Biologica de Saltinho;

- Absidia sp. nov., Cunninghamella blaskeneana, C. echinulata, C. elegans, Gongronella
butleri, Lichtheimia brasiliensis, L. ramosa, Mucor circinatus, M. indicus, M. luteus,
Rhizopus arrhizus, R. microsporus, e Syncephalastrum racemosum fazem parte da

comunidade de Mucorales na area de tabuleiro da Reserva Biologica de Saltinho;

- Cunninghamella blaskeneana, Gongronella brasiliensis, G. butleri, Rhizopus arrhizus, R.
microsporus, R. stolonifer e Syncephalastrum racemosum fazem parte da comunidade de

Mucorales na area de restinga da APA de Guardalupe;

- Rhizopus stolonifer e Syncephalastrum racemosum fazem parte da comunidade de
Mucorales na area de mangue da APA de Guardalupe;

- Absidia cylindrospora var. cylindrospora, Backusella constricta, Cunninghamella
phaeospora, Gongronella butleri, Mucor circinatus, M. hiemalis, Rhizopus arrhizus, R.
microsporus e S. racemosum fazem parte da comunidade de Mucorales do solo da Reserva

ecologica dos Dois Irmaos.

- A rigueza de Mucorales em solos de floresta ombrofila densa € mais elevada do que nos

solos de tabuleiro, restinga e manguezal,

- A equitabilidade Mucorales em solos de tabuleiro € mais elevada do que nos solos de

floresta ombrdfila densa, restinga e manguezal;

- A diversidade de Mucorales é mais elevada nos solos da floresta ombrofila densa e do

tabuleiro, em relacdo aos solos de restinga e manguezal;
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- O manguezal da APA de Guardalupe apresenta baixas riqueza e diversidade de Mucorales
em relacdo aos solos de floresta ombrofila densa, restinga e tabuleiro;

- Gongronella butleri € muito frequente nos solos de areas de floresta ombréfila densa e
tabuleiro da Reserva Biologica de Saltinho;

- Gongronella brasiliensis, R. microsporus e M. irregularis séo frequentes no solo de floresta
ombrdfila densa da Reserva Biologica de Saltinho;

- Gongronella butleri, C. elegans, M. indicus e S. racemosum séo frequentes no solo de

tabuleiro da Reserva Biologica de Saltinho;
- Rhizopus microsprus € muito frequente em solos de restinga da APA de Guardalupe;
- A composicdo de Mucorales € mais similar entre areas de restinga e tabuleiro;

- O manguezal apresenta elevada dissimilaridade com as areas de floresta ombroéfila densa,
tabuleiro e restinga;

- Absidia sp., Backusella constricta e M. circinatus sdo novas espécies;

- Mucor irregularis ocorre na América do Sul, mais especificamente no solo de Tamandaré-
PE;

- Absidia cylindrospora var. cylindrospora, Absidia sp., A. pseudocylindrospora, B.
constricta, M. circinatus, Cunninghamella bertholletieae, C. blakesleeana, C. echinulata, C.
elegans, C. phaeospora, Gongronella brasiliensis, G. butleri, Lichtheimia brasiliensis, L.
ramosa, Mucor circinelloides f. lusitanicus, M. hiemalis, M. indicus, M. irregularis, M.

luteus, Rhizopus microsporus e R. stolonifer sdo produtoras de tanase.

- Absidia pseudocylindrospora é o melhor produtor de tanase, dentre os espécimes testados.
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DESCRIPTION OF BACKUSELLA CONSTRICTA SP. NOV. (MUCORALES, EX
ZYGOMYCOTA) FROM THE BRAZILIAN ATLANTIC RAINFOREST,
INCLUDING A KEY TO SPECIES OF BACKUSELLA
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Abstract

The Backusella genus comprises mucoralean saprobes that inhabit in mainly soil and form
transitorily curved (when young, erect at maturity) sporangiophores arising directly from the
substratum, with simultaneous production of both sporangia and sporangiola. During a study
of Mucorales in soil from an Atlantic Rainforest in Pernambuco, Brazil, one specimen of
Backusella was isolated and characterized based on morphological, physiological and
molecular data (ITS1-5.8S-1TS2 and LSU rDNA sequences). The phylogenetic analyses of
the isolate revealed that it belongs to the Backusellaceae and is closely related to species of
Backusella. The specimen grew better at 25°C, with no development at 40°C, and presented
conical and cylindrical columellae possessing a central constriction as well as subglobose
sporangiospores 7.5-15 x 5.5-10 um. Based on the evidences of the analyzed datasets, a new
species of Backusella is proposed and a taxonomic key for the species of this genus is
provided.

Keywords: Backusellaceae, soil, taxonomy, molecular phylogeny, ribosomal DNA (rDNA)
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CIRCINELLA SIMPLEX—A MISAPPLIED NAME OF MUCOR CIRCINATUS SP.
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Abstract

Circinella (Mucorales, Mucoromycotina) is morphologically similar to Mucor, differing by
the production of circinate sporangiophoresand sporangia with a persistent and incrusted
sporangial wall. During a study on the diversity of Mucorales in areas of the Atlantic
Rainforest in Brazil, we isolated a strain that fits the current morphological concept of C.
simplex of Hesseltine and Fennell (1955) by forming simple circinate sporangiophores with
secondary branches and angular sporangiospores. Molecular phylogenetic analyses based on
three different markers (ITS, LSU and MCM7) confirmed conspecificity of the Brazilian
strain with other angular spored strains of the CBS collection including the strain studied by
Hesseltine & Fennell (1955). The molecular phylogenetic analyses clearly placed these strains
in the genus Mucor in the close relationship to M. laxorrhizus and M. fuscus. However, in his
original description van Tieghem (1875) described and illustrated C. simplex with
sporangiophores without secondary branches and globose sporangiospores. Based on these
striking morphological differences combined with a differing geographic distribution, we
conclude that the angular-spored strains represent a separate undescribed species for which
we propose the name Mucor circinatus sp. nov.
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