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RESUMO

A Mata Atlantica nordestina ¢ composta, dentre outros ecossistemas, pelos brejos de
altitude, areas encravadas no semiarido brasileiro cuja microbiota edafica contempla espécies
de fungos, incluindo as do sub-reino Mucoromyceta. Considerando a importancia ecolégica e
o0 potencial biotecnoldgico das espécies de Mucoromyceta, esse trabalho teve como objetivos
obter dados ecologicos sobre comunidades de Mucoromyceta em brejos de altitude de
Pernambuco e caracterizar cepas de Mucor quanto a producdo de proteases coagulantes do
leite. Foram coletadas amostras de solo nos brejos da Serra do Bituri, Taquaritinga do Norte e
Sitio Carro Quebrado, em Pernambuco. Dos solos examinados foram isolados 45 taxons de
Absidia, Actinomucor, Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia, Mortierella,
Mucor, Rhizopus, Syncephalastrum e Umbelopsis. Vinte e sete novos registros estdo sendo
assinalados para os brejos de altitude estudados, incluido trés novas espécies e duas primeiras
ocorréncias para a América do Sul. A riqueza e a diversidade de Mucoromyceta no solo do
Sitio Carro Quebrado diferiram em relacdo ao solo dos outros brejos, embora a composicao
das comunidades ndo tenha variado. Absidia sp.1, Cunninghamella bertholletiae e G. butleri
foram abundantes nos brejos e Gongronella butleri foi muito frequente. Duas espécies de
Mucoromyceta foram indicadoras do solo de cada um dos brejos de altitude inventariados.
Todas as espécies de Mucor testadas foram capazes de produzir proteases coagulantes do
leite, tendo Mucor sp.1 e M. souzae exibido potencial para a producdo dessas enzimas em

larga escala.

Palavras-chave: Mucoromycotina. Mortierellomycotina. Taxonomia. Ecologia. Renina.


http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=416447

ABSTRACT

Among other ecosystems, the Northeastern Atlantic Forest is composed of Upland
Forests, areas inserted in the Brazilian semi-arid region which soil microbiota includes
species of fungi, such as those of the Mucoromyceta subkingdom. Considering the ecological
importance and biotechnological potential of the Mucoromyceta species, the present study
aimed to obtain ecological data regarding Mucoromyceta communities in Upland Forests of
the state of Pernambuco and characterize strains of Mucor in terms of the production of milk-
clotting proteases. Soil samples were collected from the Upland Forests of Serra do Bituri,
Taquaritinga do Norte and Sitio Carro Quebrado, in Pernambuco State. From the studied
soils, 45 taxa of Actinomucor, Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia,
Mortierella, Mucor, Rhizopus, Syncephalastrum and Umbelopsis were reported. The present
study describes 27 new records for the Upland Forests, including three new species and two
first occurrences for South America. The richness and diversity of Mucoromyceta in the soil
of Sitio Carro Quebrado differed from that of the other Upland Forests, although the
composition of the communities did not vary. Absidia sp.1, Cunninghamella bertholletiae and
G. butleri were abundant in the Upland Forest and Gongronella butleri was extremely
frequent. Two species of Mucoromyceta were indicative of the soil of each of the Upland
Forests inventoried. All the Mucor species tested were able to produce milk-clotting
proteases, with Mucor sp.1 and M. souzae displaying the potential to produce these enzymes
on a large scale.

Key-words: Mucoromycotina. Mortierellomycotina. Taxonomy. Ecology. Rennet.
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1 INTRODUCAO

O dominio Mata Atlantica é conhecido pela elevada biodiversidade e por apresentar
espécies endémicas de grupos taxondmicos variados (MYERS et al., 2000), incluindo os
fungos. O nordeste brasileiro é composto por unidades biogeograficas de Mata Atlantica,
abrangendo os estados de Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte, com
pequenos encraves no Ceara e Piaui (TABARELLI; SANTOS, 2004). Parte da Mata
Atlantica nordestina ¢ composta pelos brejos de altitude, que s&o disjuncdes de Floresta
Atlantica estabelecidas em regides de Caatinga (ANDRADE-LIMA, 1982). A existéncia
dessas “ilhas”, tidas como refugios de florestas Umidas inseridas no dominio semiérido,
estd associada a ocorréncia de planaltos e chapadas que conferem condicdes climaticas
amenas e maior cobertura vegetal, quando comparadas as areas da Caatinga (ANDRADE-
LIMA, 1966).

O solo € um dos principais substratos microbianos, e a diversidade da microbiota
edafica contempla espécies de todos os grupos de micro-organismos, dentre eles, 0s
fungos, conferindo elevadas heterogeneidades metabdlica e fisioldgica (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006). As populacbes de fungos presentes neste habitat desempenham um
papel importante nos processos ecologicos globais, pois Vvarias espécies sdo
decompositoras da matéria organica (MUMMEY et al., 2010). Dentre os fungos presentes
no solo, destacam-se 0s pertencentes ao sub-reino Mucoromyceta Doweld, cuja maioria
das espécies sdo decompositoras primarias e pioneiras nos processos de colonizacdo e
sucessdo ecoldgica nesse ambiente (RICHARDSON, 2009). Muitos desses fungos,
também conhecidos como zigospéricos, podem ser encontrados nas mais variadas regides
do planeta, apresentando elevada diversidade de interagcdes ecoldgicas (WHITE et al.,
2006). Estima-se que o ancestral desses fungos tenha origem no periodo Pré-Cambriano
(BLAIR, 2009), estando filogeneticamente localizado entre as linhagens basais dos fungos
(KRINGS et al., 2013).

As ordens Mucorales Schroter, Umbelopsidales Spatafora & Stajich e
Mortierellales Caval.-Sm., inseridas nos subfilos Mucoromycotina Benny e
Mortierellomycotina Kerst. Hoffm., K. Voigt & P.M. Kirk, compreendem espécies que se
caracterizam morfologicamente pela producdo dos zigosporangios, estruturas de resisténcia

de origem sexuada resultantes da fusdo de dois gametangios que comportam o zigosporo
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(BENNY et al., 2016). A maioria das espécies dessas ordens é saprdbia, sendo comumente
encontradas no solo, em frutos, excrementos de herbivoros e em grdos estocados
(SANTIAGO, 2008).

Embora estudos tenham reconhecido que a diversidade de fungos em ecossistemas
semiéridos é elevada (SANTIAGO; SOUZA MOTTA, 2006; GUSMAO et al., 2006;
SANTIAGO et al.,, 2013; MAIA; CARVALHO JR., 2014; SANTIAGO, 2015), dados
sobre comunidades fungicas, bem como as relacdes ecoldgicas desses micro-organismos
com 0s substratos e com outros organismos nesses ecossistemas ainda séo escassos.

Apenas 37 taxons de Mucoromyceta foram referidos em éreas de brejo de altitude
(CORDEIRO, 2014; ALVES, 2016; TIBPROMMA et al., 2017; DE SOUZA et al., 2018;
LIMA, 2018b), incluindo novas espécies (SANTIAGO et al., 2014), o que provavelmente
ndo retrata a real riqueza desses fungos nesses ecossistemas. Além disso, muitas espécies
de Mucorales tém sido estudadas pela elevada capacidade de produzirem enzimas, como
amilases, inulinases e proteases (ALVES et al., 2005).

As proteases compdem aproximadamente 60% de todas as enzimas
comercializadas, devido a elevada aplicabilidade das mesmas nas industrias de alimentos e
de produtos farmacéuticos. Uma das principais aplicacGes das proteases é na industria de
laticinios, para a producdo de queijos, estando esses catalisadores envolvidos no processo
de coagulacdo de caseinas do leite a partir de enzimas proteoliticas (D’AMBROSIO et al.,
2003; KUMAR et al., 2005).

A renina ou quimosina, extraida do abomasso dos ruminantes, é um tradicional
coagulante do leite (MERHEB-DINI et al., 2010). No entanto, devido a escassez da
producdo dessa protease, a0 aumento do preco e a expansdo da producdo de queijos,
pesquisas tém sido encorajadas a utilizar os micro-organismos como fontes alternativas
para a producdo de coagulantes do leite que possam ser usados na fabricacdo de queijos
(KAVADIA et al.,, 2001; MAGNUSON; LASURE, 2004; KUMAR et al., 2005;
FERREIRA et. al., 2013). Cepas de Mucor Fresen., Rhizopus Ehrenb. e Thermomucor
Subrahm., B.S. Mehrotra & Thirum. (Mucoromycotina) foram citadas como promissoras
na producdo dessas proteases coagulantes do leite (KUMAR et al., 2005; MACHALINSKI
et al., 2006; MERHEB-DINI et al., 2010). No entanto, embora com resultados promissores
o0s estudos tém se limitado a poucas cepas dos géneros supracitados e outros taxons de

Mucoromyceta podem ser fontes alternativas para a produgédo de proteases que substituam
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as fontes tradicionais para a coagulacgao do leite em larga escala.

Em Umbelopsidales, Umbelopsis isabellina (Oudem.) W. Gams apresenta elevado
potencial na eliminacéo e desintoxicacdo do 2,4 - diclorofenoxiaceético (2,4-D) (NYKIEL-
SZYMANSKA et al., 2017), e espécimes de Mortierellales, como Mortierella alpina
Peyronel, podem ser utilizados na producdo de biodiesel (HAO et al., 2015). O isolamento
e 0 deposito desses micro-organismos em colecOes de cultura, para avaliacdo do respectivo
potencial biotecnoldgico é altamente recomendado.

Considerando a importancia ecoldgica e o elevado potencial de producgéo
enzimatica dos Mucoromyceta, bem como 0s escassos relatos desses fungos no Brasil,
principalmente em ecossistemas de brejo de altitude, &reas que podem representar refugios
valiosos para a descoberta de novos taxdns, os objetivos deste estudo foram determinar
aspectos ecologicos e a similaridade de comunidades dos Mucomyceta em brejos
localizados no Estado de Pernambuco, bem como caracterizar cepas isoladas quanto a
capacidade da producéo de proteases coagulantes do leite.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CLASSIFICACAO DOS FUNGOS ZIGOSPORICOS

A filogenia dos fungos zigospéricos tem sido amplamente discutida (O’ DONNELL
etal., 2001; HIBBETT et al., 2007; VOIGT; KIRK 2014; BENNY 2016; SPATAFORA et
al., 2016). Tradicionalmente, os fungos zigospdricos foram considerados membros de
Zygomycota  Moreau  (ALEXOPOULOS, 1962; ALEXOPOULOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996), que incluia fungos de linhagens basais distribuidos nas classes
Trichomycetes Alexop. e Zygomycetes G. Winter (BENNY, 2001; BENNY et al., 2001).
De acordo com McNeill et al. (2012), o filo Zygomycota nunca foi validado pela caréncia,
em 1954, da descrigdo em latim, em concordancia com o Codigo de Nomenclatura
Botanica (no presente Cédigo de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas). Estudos
precursores de alteracbes do sistema de classificacdo dos Zygomycota (BENNY;
O’DONNELL, 2000; BENNY; HUMBER; MORTON, 2001; CAFARO, 2005) concluiram
que Amoebidiales L. Léger & Duboscq e Eccrinalles abrigavam espécimes de

Mezomycetozoea (reino Protista), e ndo de fungos. Outras mudangas surgiram a partir do
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estudo de James et al. (2006), que sugeriram a polifilia de Zygomycota. Com base na
morfologia e nas relagfes filogenéticas inferidas a partir de dados moleculares, Hibbett et
al. (2007) consideraram os fungos zigospdricos como um agrupamento artificial de clados
basais compreendendo, de acordo com Muszewska et al. (2014), quatro subfilos:
Mortierellomycotina, Mucoromycotina, Kickxellomycotina Benny e Zoopagomycotina
Benny.

Spatafora et al. (2016), apds um estudo envolvendo analises de dados em escala
gendmica, propuseram uma reclassificacdo filogenética para os fungos zigosporios
distribuindo-os em dois filos (Mucoromycota Doweld e Zoopagomycota Gryganskyi, M.E.
Smith, Stajich & Spatafora), seis subfilos, [Glomeromycotina (C. Walker & A. Schiililer)
Spatafora & Stajich, Mortierellomycotina, Mucoromycotina, Entomophthoromycotina
Humber, Kickxellomycotina e Zoopagomycotina], quatro classes (Glomeromycetes
Caval.-Sm.,  Basidiobolomycetes  Doweld, = Entomophoromycetes = Humber e
Neozygitomycetes Humber) e 16 ordens, (Archaeosporales C. Walker & A. Schifler,
Diversisporales C. Walker & A. SchiBler, Glomerales J. B. Morton & Benny,
Paraglomerales C. Walker & A. Schifiler, Mortierellales Caval.-Sm., Endogonales Moreau
ex R. K. Benj., Mucorales Fr., Umbelopsidales Spatafora & Stajich, Basidiobolales Jacz. &
P.A. Jacz., Entomophthorales G. Winter, Neozygitales Humber, Asellariales Manier ex
Manier & Lichtw., Dimargaritales R.K. Benj., Harpellales Lichtw. & Manier, Kickxellales
Kreisel ex R.K. Benj. e Zoopagales Bessey ex R.K. Benj.).

Tedersoo et al. (2018) propuseram relevantes alteracdes na classificacdo dos fungos
zigosporicos, especialmente nas categorias de filo e classe. Com base em filogramas
construidos a partir de genes codificantes de proteina (rRNA), bem como no tempo de
divergéncia dos diferentes grupos de fungos, esses autores introduziram a classificacdo em
sub-reinos, permitindo uma ligagdo entre filos relacionados. Os fungos zigosporicos foram,
portanto, classificados nos sub-reinos Mucoromyceta e Zoopagomyceta e sete filos:
Kickxellomycota, Entomophthoromycota, Zoopagomycota, Mucoromycota,

Mortierellomycota, Calcarisporiellomycota e Glomeromycota (Tabela 1).



Tabela 1. Classificacdo dos fungos zigosporicos categorizados até classe (adaptado de Tedersoo, 2018).
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Categoria Classificagao

Sub-reino Basidiobolomyceta Tedersoo et al.

Eilo Basidiobolomycota Doweld.

Subfilo Basidiobolomycotina Tedersoo et al.

Classe Basidiobolomycetes Doweld

Sub-reino Zoopagomyceta Tedersoo et al.

Filo Entomophthoromycota Humber emend Tedersoo et al.

Subfilo Entomophthoromycotina

Classe Neozygitomycetes Humber

Filo Kickxellomycota Tedersoo et al.

Subfilo Kickxellomycotina Benny
Kickxellomycetes Tedersoo et al.
Asellariomycetes Tedersoo et al.
Barbatosporomycetes Tedersoo et al.

Classe
Dimargaritomycetes Tedersoo et al.
Harpellomycetes Tedersoo et al.
Ramicandelaberomycetes Tedersoo et al.

Filo Zoopagomycota M.E. Smith, Spatafora & Stajich

Subfilo Zoopagomycotina Benny

Sub-reino Mucoromyceta Tedersoo et al.

Filo Mucoromycota Doweld

Subfilo Mucoromycotina Benny
Mucoromycetes Doweld

Classe Endogonomycetes Doweld
Umbelopsidomycetes Tedersoo et al.

Filo Calcarisporiellomycota Tedersoo et al.

Subfilo Calcarisporiellomycotina Tedersoo et al.

Classe Calcarisporiellomycetes Tedersoo et al.

Filo Mortierellomycota Tedersoo et al.

Subfilo Mortierellomycotina Kerst. Hoffm., K. VVoigt & P.M. Kirk

Classe Mortierellomycetes Doweld
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Filo Glomeromycota C. Walker & A. Schiiler
Subfilo Glomeromycotina Spatafora & Stajich
Glomeromycetes Caval.-Sm., emend. Oehl, G.A. Silva, B.T. Goto & Sieverd.
Classe Archaeosporomycetes Sieverd., G.A. Silva, B.T. Goto & Oehl
Paraglomeromycetes Oehl, G.A. Silva, B.T. Goto & Sieverd.

O filo Calcarisporiellomycota, proposto por Tedersoo et al. (2018), inclui fungos
filogeneticamente mais relacionados a Mucoromycota e Mortierellomycota (JIANG et al.,
2011; HIROSE et al., 2012; YAMAMOTO et al., 2015; TEDERSOO et al., 2017). Os
micro-organismos descritos nesse filo sdo caracterizados pela producéo de esporangiéforos
simples, surgindo de hifas indiferenciadas, com esporangios uniesporados, elipsoides, com
ou sem uma pequena columela (TEDERSOO et al., 2018). A criagdo do filo
Mortierellomycota, nessa reclassificacdo, é baseada nas consistentes diferencas
filogenéticas entre Mortierellales e Mucoromycota (JAMES et al., 2006a; SEKIMOTO et
al., 2011; SPATAFORA et al., 2016; TEDERSOO et al., 2017). Tedersoo et al. (2018)
propuseram também a revalidacdo de Glomeromycota ao nivel de filo, como inicialmente

proposto por Schiifler et al. (2001).

2.2 MUCOROMYCOTA Doweld

Espécies de Mucoromycota estdo distribuidas nas ordens Endogonales, Mucorales e
Umbelopsidales (SPATAFORA et al., 2016), constituindo um grupo de fungos
heterogéneo, cosmopolita que produz zigésporos caracteristicos do filo. Embora a maioria
dos taxons seja terrestre, alguns podem estar associados a hospedeiros aquéticos (VOIGT,
2012). Espécimes desse filo podem se portar como saprobios, endocomensais em larvas
e/ou artrépodes adultos, simbiontes obrigatorios (endomicorrizicos) ou como parasitas de
animais, plantas e outros fungos (BENNY, 2001; BENNY et al., 2014).

A reproducdo assexuada, embora desconhecida em representantes de Endogonales,
é a mais frequente entre os Mucoromycota , ocorrendo pela producéo de esporangiosporos,
esporos e merosporos, formados no interior de esporangios, esporangiolos ou
merosporangios, respectivamente, sustentados no apice de hifas férteis denominadas
esporangioforos, esporoforos e merosporangioforos (BENNY, 2009). Em alguns taxons, a

formacdo de clamidosporos ou a fragmentacdo do micélio, produzindo artrosporos, podem
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ocorrer e, em individuos dimorficos (ex. Mucor indicus Lendn.), a gemacdo pode ser
observada (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). A reprodugdo por
partenogénese, ainda que rara, ocorre em algumas espécies, com a formacdo do
azigosporo, esporo morfologicamente similar ao zigoésporo cujos gametangios envolvidos
n&o se unem na copulacdo (BENJAMIN; MEHROTRA, 1963; BENNY, 2009).

2.3 MUCOROMYCOTINA Benny

O subfilo Mucoromycotina, um dentre os quatro subfilos de Mucoromyceta
propostos por Tedersoo et al. (2018), abriga tdxons das ordens Mucorales, Endogonales e
Umbelopsidales. Membros desse subfilo sdo caracterizados pela formacéo de micélio bem
desenvolvido e cenocitico com septos presentes apenas na base de estruturas reprodutivas.
A reproducdo assexuada ocorre pela producdo de esporos formados no interior de
esporangios, esporangiolos e merosporangios, ou pela formacdo de clamiddsporos ou,
menos comumente, pela fragmentacdo do micélio originando artrosporos e pela formacéo
de células leveduriformes. A maioria dos taxons de Mucoromycotina apresenta columelas
bem definidas. A reproducdo sexuada, quando conhecida, caracteriza-se pela producgéo do
zigosporo (a partir de gametangios opostos ou apostos) no micélio aéreo, no substrato ou
no interior de esporocarpos (BENNY et al., 2016).

Endogonales inclui espécies ectomicorrizicas e saprobias, podendo ser coletadas do
solo e de outros substratos organicos. Espécimes dessa ordem apenas se reproduzem
sexuadamente, formando zigosporangios e zigosporos produzidos por copulagdo
gametangial. As espécies de Endogonales formam hifas cenociticas ou com poucos septos
(BIDARTONDO et al. 2011; DESIRO et al., 2017). De acordo com Tedersoo & Smith
(2013), é provavel que as ectomicorrizas tenham divergido em duas linhagens distintas em
Endogonales, apresentando 0s membros desse grupo origem independente de
Glomeromycotina e de espécimes ectomicorrizicos de Dikarya (BIDARTONDO et al.
2011, TEDERSOQ; SMITH, 2013; DICKIE et al., 2015).

Informagdes sobre as ordens Mucorales e Umbelopsidales serdo fornecidas abaixo

nos itens 2.3.1 e 2.3.2, respectivamente.
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2.3.1 Mucorales Schroter

Mucorales, proposta por Durmort. (1829), abriga 0 maior nimero de espécies
descritas de Mucoromycotina, totalizando mais de 200 (KIRK et al., 2008). Inicialmente,
essa ordem compreendia quatro familias (VAN TIEGHEM, 1878), mas, atualmente,
Mucorales abrange 14 familias: Backusellaceae K. Voigt & P.M. Kirk, Choanephoraceae,
Cunninghamellaceae Naumov ex R.K. Benj., Lentamycetaceae K. Voigt & P.M. Kirk,
Lichtheimiaceae Kerst. Hoffm., G. Walther & K. Voigt, Mucoraceae Dumort.,
Mycocladiaceae Kerst. Hoffmann, Disher & K. Voig, Mycotyphaceae, Phycomycetaceae,
Pilobolaceae, Radiomycetaceae Hesselt. & J.J. Ellis, Rhizopodaceae K. Voigt & P.M.
Kirk, Saksenaeaceae Hesselt. & J.J. Ellis e Syncephalastraceae (BENNY et al., 2016).

Espécies de Mucorales caracterizam-se pela formacdo de hifas cenociticas com
septos na base de estruturas reprodutivas ou irregularmente distribuidos quando o micélio
envelhece (SANTIAGO et al., 2013). Em geral, membros de Mucorales apresentam rapido
crescimento micelial, mesmo em meios de cultura pobres, produzindo estruturas assexuais
em abundéncia e coldnias de aspecto cotonoso, com coloragdo variando entre tons de
branco, amarelo, cinza, marrom, preto e laranja (ALVAREZ, 2013). Estruturas
especializadas na fixacdo e absorcdo de nutrientes, como os rizoides, sd0 comumente
visualizadas, bem como a formacéo de estol6es e clamidosporos nas hifas somaticas ou em
estruturas de reproducdo assexuada (KIRK et al., 2008).

O ciclo reprodutivo assexuado, o mais frequentemente observado, ocorre,
principalmente, pela producdo de aplandsporos produzidos no interior de esporangios,
esporangiolos ou merosporangios, dispostos na extremidade de esporangidforos e podendo
se apresentar isolados ou agregados, eretos ou circinados e com variacGes nos padrdes de
ramificacdo, desde simples ou monopodiais, até ramificacfes cimosas, racemosas e
simpodiais (BENJAMIN, 1979; BENNY, 2009; VIRIATO, 2013). A gemacao, ainda que
incomum, pode ocorrer em decorréncia do dimorfismo observado em algumas espécies de
Mucorales, especialmente no género Mucor Fresen., em resposta a variagdes de
temperatura, CO2, da concentracéo de glicose e disponibilidade de oxigénio (BARTNICKI-
GARCIA, 1963; ORLOWSKI, 1991). A reproducdo assexuada também pode ocorrer pela
fragmentacéo de hifas ou produgéo de clamidosporos (ALEXOPOULQS et al., 1996).

Em Mucorales, a reproducdo sexuada é caracterizada, morfologicamente, pela

formagdo de zigdsporos, resultantes da fusdo de dois gametangios geneticamente
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compativeis no interior do zigosporangio. Essa Ultima estrutura tem sido considerada por
muitos autores como importante na identificacdo de alguns géneros, como Absidia van
Tieghem e Lichtheimia Vuill., sendo a presenca ou auséncia da mesma, bem como o tipo
de ornamentacdo e a presenca de apéndices (que surgem a partir das células suspensoras),
fatores a serem considerados na diferenciagdo morfoldgica de espécies desse grupo de
fungos (HOFFMANN et al., 2007). A reproducdo sexuada ocorre em menor frequéncia
nesses micro-organismos e, em Vvarias espécies, a formacdo do zigosporangio e do
zigosporo ainda ndo foi documentada (O’ DONNELL et al., 2001).

A dispersdo dos esporos por taxons de Mucorales pode ocorrer de forma ativa ou
passiva. Espécies de Pilobolus Tode, Unico género copréfilo obrigatério dessa ordem,
exibem a estratégia de expulsdo ativa dos esporos, utilizando-se de um mecanismo de
elevacdo da pressdo osmética da vesicula subesporangial, ocasionando a ruptura da parede
do esporangitforo abaixo da columela, lancando o esporangio a distancias superiores a 2 m
do excremento (BULLER, 1934). A dispersdo passiva, mais comum entre fungos
zigosporicos, da-se pela liberacdo dos esporos que podem ser secos ou umidos. Os
esporangios, esporangiolos e merosporangios que portam esporos Secos Sao evanescentes,
ou seja, esses propagulos sdo dispersos por correntes de ar, como observado, por exemplo,
nas espécies de Rhizopus. Quanto as espécies que produzem esporos Umidos, 0s
esporangios apresentam parede deliquescente (ex. Backusella Hesselt. & J.J. Ellis) ou
resistente (ex. Gilbertella Hesselt.). Os esporos Umidos séo liberados imersos em conteudo
citoplasmatico e podem ser dispersos pela agua, insetos, mamiferos e passaros (BENNY,
2012).

Cosmopolitas, oligotroficos ou mesotroficos, os Mucorales sdo representados, em
maioria, por espécies saprobias que apresentam elevada capacidade adaptativa, o que
permite a colonizacdo pioneira de varios substratos, degradando desde agUcares simples, a
estruturas moleculares complexas, como lignina, hemiceluloses, lipidios e proteinas
(DOMSCH et al., 1993; DIX; WEBSTER, 1995). Representantes dos Mucorales séo
comumente isolados do solo, grdos, frutos estocados, de excrementos de herbivoros e
roedores (SANTIAGO et al., 2013; DE SOUZA et al., 2016). A presenca desses fungos em
variados subtratos reflete a importancia ecoldgica do grupo nos processos de
biodegradacdo, decomposicdo primaria e ciclagem de nutrientes (DIX; WEBSTER, 1995;
BILLS et al., 2004; RICHARDSON, 2009; SANTIAGO et al., 2013). Embora o habito
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saprébio ocorra com maior frequéncia, algumas espécies de Mucorales podem estabelecer
interacd0 micoparasitaria com outras dessa mesma ordem, como observado em téxons de
Parasitella Bainier (PARTIDA-MARTINEZ; HERTWECK, 2005; BENNY, 2009).
Algumas espécies podem ser patdgenas de plantas, infectando 6rgdos e frutos, como
Choanephora cucurbitarum (Berk. & Ravenel) Thaxt., R. arrhizus var. arrhizus A. Fisch. e
R. stolonifer (Ehrenb.) Vuill. (DENNIS, 1983; HOWELL, 2002), ou podem causar
infeccbes sisttmicas em humanos (Ex: M. irregularis Stchigel, Cano, Guarro & E.
Alvarez), especialmente nos imunocomprometidos (RIBES et al., 2000; RODEN et al.,
2005; SKIADA et al., 2011; HOFFMAN et al., 2013).

Além da importancia ecoldgica dos Mucorales, estudos sobre aplicacdes desses
fungos na biotecnologia tém aumentado consideravelmente. Taxons de Mucor,
Cunninghamella Matr. e Rhizopus estdo envolvidos na sintese de diversos produtos
industriais, como amilase, lipase, inulinase, pectinase, renina, protease e outros metabdlitos
(ALVES et al., 2005; SANTIAGO; SOUZA-MOTTA, 2006). Outros sdao empregados na
producdo dos acidos citrico, linolénico, aracddnico, oxalico e lactico (KAVADIA et al.,
2001; MAGNUSON; LASURE, 2004). Mucor circinelloides Tiegh., foi citada como
promissora para a producdo de biodiesel em escala industrial (VICENTE et al., 2009). A
composic¢do dos acidos graxos da membrana plasmatica, aliada a capacidade comprovada
de crescer em tanques fermentadores industriais, favorecem a utilizagio desses fungos para
a producdo de combustiveis sustentaveis (RATLEDGE, 2004). Na industria alimenticia,
especimes de Mucorales sdo utilizados na fermentacdo de alimentos asiaticos, conhecidos
como Tempeh, Tofu e o Sofu (HESSELTINE, 1986; NOUT; KIERS, 2005; ALVAREZ,
2013). Téxons de Thermomucor Subrahm., B.S. Mehrotra & Thirum. vém sendo citados
como promissores para a producdo de proteases coagulantes do leite (NOUT; KIERS,
2005; MERHEB-DINI et al., 2010; XUEFENG et al., 2011), sendo importantes agentes

para as industrias farmacéutica, téxtil e alimenticia.
2.3.1.1 Absidia Tiegh. e Lichtheimia Vuill.
Absidia foi descrito por Van Tieghem (1876) e englobava 19 espécies e seis

variedades. Posteriormente, espécies em Absidia foram incluidas em cinco géneros:
Tieghemiella Berl. & de Toni (BERLESE; DE TONI, 1888), Mycocladus Beauverie
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(BEAUVERIE, 1900), Proabsidia Vuill. (VUILLEMIN, 1903a), Lichtheimia
(VUILLEMIN, 1903b) e Pseudoabsidia Bainier (BAINIER, 1903). Em seguida, Hesseltine
& Ellis (1964) propuseram que Absidia fosse dividida em dois subgéneros (Absidia e
Mycocladus), com base na capacidade de algumas espécies de crescerem em temperaturas
elevadas e na morfologia do zig6sporo. Subsequentemente, Hesseltine & Ellis (1964) e
Ellis & Hesseltine (1965, 1966) agruparam as espécies de Absidia em concordancia com a
morfologia dos esporangiosporos, distinguindo-as pela producdo de esporos cilindricos,
globosos e ovdides. KIRK et al. (2001) trataram Tieghemella, Mycocladus, Proabsidia,
Pseudoabsidia, Lichtheimia e Protoabsidia Naumov. como sindnimos de Absidia, género
até entdo clasificado em Cunninghamellaceae.

Espécies de Absidia sdo saprdbias, colonizando ambientes edaficos, excrementos de
animais e de outros substratos em decomposicdo. No entanto, alguns representantes foram
reportados como agentes causais de mucoromicoses em animais, incluindo seres humanos
(BENNY, 2010). Taxons de Absidia produzem esporangiéforos surgindo de estolGes,
nunca apostos aos rizdides, eretos, simples ou levemente ramificados, frequentemente
dispostos em fasciculos ou em verticilos surgindo de uma base comum, além de
esporangios apofisados e piriformes com parede deliquescente (HELSSELTINE; ELLIS,
1964). As columelas podem variar em forma, sendo as cOnicas e hemisféricas as mais
comuns. Projecdes apicais sdo comumente observadas na maioria das espécies do género
(HOFFMANN et al., 2007).

Critérios morfofisioldgicos foram, durante muitas décadas, a base na delimitacdo e
classificacéo de tdxons de Absidia. No entanto, Hoffmann et al. (2007) revisaram o género
adotando uma abordagem filogenética associada a dados morfofisioldgicos. Os autores
reclassificaram as espécies de Absidia em trés grupos: micoparasitas — espécies que
apresentam capacidade de crescimento em até 20 °C, sendo patogénicas em potencial e que
geralmente acometem outros Mucorales; mesofilicas — espécies que crescem entre 20 e 34
°C; termotolerantes — espécies com crescimento em temperaturas elevadas, abrangendo
uma faixa entre 35 e 53 °C. De acordo com suas analises, Hoffmann et al. (2007)
reportaram a producdo de zigosporos sem apéndices nas espécies termotolerantes
(diferente das espécies de Absidia que formam zigosporos com apéndices), sugerindo que
A. blakesleeana Lendn., A. corymbifera (Cohn) Sacc. & Trotter., A. hyalospora. (Saito)

Lendn e A. ramosa (Zopf) Lendn. fossem realocadas em Mycocladus.
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Subsequente as alteracdes inferidas por Hoffmann et al. (2007), e objetivando
elucidar as relagdes filogeneticas, bem como a posi¢do taxondmica de algumas espécies de
Mycocladus, Hoffmann et al. (2009) verificaram que M. verticillatus Beauverie nédo €
termotolerante e produz zigosporangios que apresentam células suspensoras portando
apéndices e parede zigosporangial ornamentada, com escalas ou tubérculos, referidas para
Lentamyces parricida (Renner & Muskat ex Hesselt. & J.J. Ellis) Kerst. Hoffm. & K.
Voigt. Consequentemente, Hoffmann et al. (2009) reclassificaram as espécies de
Mycocladus, alocando-as em Lichtheimia, cuja espécie tipo € L. corymbifera (Cohn) Vuill.
Assim, foram validadas: L. blakesleeana (Lendn.) Kerst. Hoffm., Walther & K. Voigt, L.
corymbifera, L. hyalospora (Saito) Kerst. Hoffm., Walther & K. Voigt e L. ramosa (Zopf)
Vuill., e a familia Lichteimiaceae K. Hoffm., G. Walther & K. Voigt foi proposta.
Alastruey-lzquierdo et al. (2010) transferiram A. ornata A.K. Sarbhoy para Lichtheimia [L.
ornata (A.K. Sarbhoy) A. Alastruey-lzquierdo & G. Walther, comb. nov.], descreveram L.
sphaerocystis A. Alastruey-lzquierdo & G. Walther e colocaram L. blakesleeana em
sinonimia com L. hyalospora. Posteriormente, Santiago et al. (2014) propuseram L.
brasiliensis A.L. Santiago, Lima & Oliveira.

Como a maioria dos Mucorales, Lichtheimia é representado por espécies
saprébioas, comumente isoladas do solo ou de detritos vegetais (ALASTRUEY-
IZQUIERDO et al., 2010). No entanto, de acordo com Schwartze et al. (2014), estima-se
que espécimes de Lichtheimia tenham sido referidos em aproximadamente 5% dos casos
de mucormicoses notificados no mundo, nimero que, segundo Alastruey-lzquierdo et al.
(2010), pode estar subestimado. Apesar disso, dentre as espécies do género, apenas L.
corymbifera e L. ramosa foram apontadas como agentes de maior relevancia clinica
(ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2010; SCHWARTZE et al., 2012).

Apesar da similaridade morfolégica com espécies de Absidia, Lichtheimia €
constituido por individuos predominantemente termotolerantes, em contraste com as
especies mesofilicas de Absidia. Além disso, as células suspensoras dos zigosporangios de
Absidia apresentam apéndices, diferentes das dos zigosporangios de Lichtheimia, que nédo
os apresentam (HOFFMANN et al., 2007; HOFFMANN et al., 2009).
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2.3.1.2 Actinomucor Schostak.

Actinomucor Schostak., um dos géneros pertencentes a Mucoraceae, foi
originalmente descrito por Schostakowitsh (1898) e revisado por Benjamin & Hesseltine
(1957). Esse género foi intimamente relacionado a Mucor e, com menor frequéncia, a
Rhizopus e Absidia (BENJAMIN; HESSELTINE, 1957). Actinomucor tem sido
diferenciado de Mucor pela formacdo de estoldes ramificados originando rizoides. Em
relacdo a Rhizopus e Absidia, Actinomucor destaca-se pelo padrdo de ramificacdo dos
esporangidforos (descrito abaixo) e pela formacao de esporangios nao apofisados, além do
crescimento limitado dos estoldes (BENJAMIN; HESSELTINE, 1957; KHAN et al.,
2008).

Actinomucor é morfologicamente caracterizado pela producdo de esporoforos
projetados em verticilos dispostos em ramificacbes curtas abaixo dos esporangios
terminais. Espécimes desse género apresentam esporangios multiesporados, mais ou menos
globosos, com parede deliquescente ou persistente nos esporangios terminais e persistente
nos secundarios. Cristais de oxalato de céalcio estdo presentes na parede esporangial,
estando relacionados a liberacdo dos esporos. Estoldes e rizoides sdo formados. A
producdo de zigosporo é desconhecida no género (BENJAMIN; HESSELTINE, 1957).

Representantes de Actinomucor sdo ubiquos e tém sido referidos em diferentes
substratos e hospedeiros, tais como rizosfera de varias culturas (aveia, cevada, milho, trigo,
alfafa e lupulo), excrementos de roedores, fezes e penas de aves de vida livre, além de
material vegetal em decomposicdo (PHALIP et al., 2006; DOMSCH et al., 2007). Taxons
de Actinomucor tém sido reportados como agentes etioldgicos em varios casos de
mucormicose em humanos (DAVEL et al., 2001; KHAN et al., 2008; TULLY et al., 2009;
MAHMUD et al., 2012). A ocorréncia e patogenicidade de A. elegans (Eidam) C.R. Ben;.
& Hesselt. em insetos (besouro de chafer do trigo: Anisoplia austriaca) foi registrada por
Karimi et al. (2015), podendo esse fungo ser considerado um potencial agente de
biocontrole, em decorréncia do rapido crescimento e da abundante producdo de
propagulos. Actinomucor elegans também tem sido utilizado em biotecnologia, para
producdo de varias enzimas proteoliticas e lipoliticas, além de ser conhecido como
produtor de alimentos orientais, como Sufu e Chao (JONG; YUAN, 1985; WANG et al.,
1974; HAN et al., 2003; HAN et al., 2004).
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Actinomucor foi proposto para acomodar A. elegans e A. taiwanensis S.C. Jong &
G.F. Yuan. Posteriormente, outras trés espécies [A. corymbosus Naumov, A. harzii (Berl.
& De Toni) e A. repens Schostak. Rosemberg] foram descritas (KHAN et al., 2008).
Caracteristicas morfofisioldgicas serviram como base para a delimitacdo das espécies e
formas de Actinomucor até meados de 2005, até que Zheng & Liu (2005), em um estudo
unindo filogenia e morfofisiologia, propuseram que A. taiwanensis fosse reduzida a uma
variedade de A. elegans, descrevendo-a como A. elegans var. meitauzae (Y.K. Shih) R.Y.
Zheng & X.Y. Liu.

Para Khan et al. (2008), as caracteristicas fenotipicas de Actinomucor sdo
insuficientes para a identificacdo taxonémica dos espécimes, ocorrendo 0 mesmo para
alguns critérios, como tolerancia a temperaturas de crescimento e perfis de assimilacéo de
carbono. De acordo com Walther et al. (2013), analises filogenéticas da regido ITS (rDNA)
contradizem conceitos taxonémicos atribuidos ao género, em que espécies com as
caracteristicas morfoldgicas correspondentes a A. elegans var. meitauzae foram alocadas
em diferentes clados na arvore filogenética utilizando sequéncias de ITS do rDNA, e que
apenas uma fracdo das cepas pertencentes a A. elegans var. elegans foi incluida em um
mesmo clado, bem suportado, incluindo sequéncias do ex-tipo de A. elegans var. elegans.
Dessa forma, uma revisdo taxonémica detalhada é necessaria para elucidar a real posicdo
filogenética dos taxons desse género. De acordo com o Species Fungorum (2017), apenas

A. elegans é aceita.

2.3.1.3 Backusella Hesselt. & J.J. Ellis

Backusella foi criado por Hesselt. & J.J. Ellis (1969) para acomodar B. circina J.J.
Ellis & Hesselt. e inclui espécies semelhantes as de Mucor, caracterizadas pela formacéo
simultanea de esporangios e esporangiolos dispostos no eixo principal dos esporangioforos
ou projetados separadamente em esporangioforos curtos (BENNY, 2005). Inicialmente,
esse género foi descrito em Mucoraceae, sendo posteriormente transferido para
Thamnidiaceae Fitzp., por Pidoplichko & Milko (1971), com base em semelhancas
morfologicas com Thamnidium Link. Até o presente, Backusella pertence a
Backusellaceae, familia descrita por K. Voigt & P.M. Kirk, em 2012.

De hébito saprobio e comumente isoladas de ambientes edaficos, espécies de
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Backusella sdo morfologicamente classificadas e diferenciadas dos outros membros de
Mucorales em decorréncia da formacgdo de esporangioforos transitoriamente curvados
(quando jovens) e eretos, surgindo diretamente do substrato ou do micélio aéreo. Os
esporangios terminais sdo multiesporados com parede deliquescente. E comum a formagao
de esporangiolos laterais com parede persistente concomitantemente aos esporangios
(HOFFMANN et al.,, 2013; De SOUZA et al., 2014). Os zig6sporos, resultantes da
copulacdo gametangial, apresentam células suspensoras opostas (LIMA et al., 2016).

Com base nas relagdes filogenéticas inferidas a partir de dados das regides LSU e
ITS (rDNA) e em caracteristicas morfoldgicas, Walther et al. (2013) observaram que
alguns espécimes de Mucor estavam geneticamente relacionados aos de Backusella. De
acordo com esses autores, espécies de Mucor que desenvolvem esporangios e
esporangiolos simultaneamente (Ex: M. recurvus var. indicus Baijal & B.S. Mehrotra e M.
tuberculisporus Schipper) e que produzem esporangio6foros transitoriamente curvados
formam um grupo natural de espécies intimamente relacionado e alocado em clados de
Backusella. Dessa maneira, 0s autores sugeriram a transferéncia dessas espécies para
Backusella. Seguindo essa proposta de classificacdo, 0 género passou a incluir: B. grandis
(Schipper & Samson) G. Walther & de Hoog, B. indica (Baijal & B.S. Mehrotra) G.
Walther & de Hoog, B. oblongielliptica (H. Nagan., Hirahara & Seshita ex Pidopl. &
Milko) G. Walther & de Hoog, B. oblongispora (Naumov) G. Walther & de Hoog, B.
recurva (E.E. Butler) G. Walther & de Hoog, B. tuberculispora (Schipper) G. Walther &
de Hoog e B. variabilis (A.K. Sarbhoy) G. Walther & de Hoog. De acordo com o Species
Fungorum (2017), Backusella abriga 13 espécies: B. circina J.J. Ellis & Hesselt, B.
constricta D.X. Lima, de Souza & A.L. Santiago, B. gigacellularis J.I de Souza, Pires-
Zottarelli Harakava., B. grandis, B. granulispora L.S. Loh, B. indica, B. johoriensis L.S.
Loh, Nawawi & Kuthub., B. lamprospora (Lendn.) Benny & R.K. Benj., B.

oblongielliptica, B. oblongispora, B. recurva, B. tuberculispora e B. variabilis.
2.3.1.4 Cunninghamella Matr.
Cunninghamella € representado por espécies saprobias, frequentemente

encontradas em solos, gréos estocados e outros substratos organicos (ZHENG et al., 2001).

Entretanto, alguns espécimes tém causado infec¢Ges em seres humanos, especialmente em
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individuos imunocomprometidos (YU et al., 2015). Por outro lado, representantes desse
género tém sido comumente referidos em processos de biorremediacdo (YAN;
VIRARAGHAVAN, 2003; ZAFAR et al., 2007) e de producdo de farmacos (ZHONG et
al., 2003; ASHA; VIDYAVATHI, 2009; PEKALA et al., 2012).

Espécies de Cunninghamella tém sido tradicionalmente diferenciadas com base em
caracteristicas morfoldgicas, principalmente durante o estado esporangial (BAIJAL;
MEHROTRA, 1980; ZHENG; CHEN, 2001; YU et al., 2015; HYDE et al., 2016) e se
caracterizam pelo desenvolvimento de esporoforos eretos com ramificacdes em varios
padrdes: verticiladas, pseudoverticiladas ou de tamanhos diferentes em um mesmo
esporoforo, algumas vezes ramificando-se sucessivamente. Esporangiolos uni-esporados
sdo produzidos (ZHENG et al., 2001).

Posteriormente a descricdo inicial, fornecida por Matruchot (1903), varias espécies
foram adicionadas ao género. Zycha (1935) apresentou uma chave de identificacdo
indicando seis espécies: C. albina (Saccardo) Matruchot, C. microspora (Riv.) Matruchot,
C. elegans Lendner, C. ramosa Pispek, C. blakesleeana Lendner e C. echinulata (Thaxter)
Thaxter ex Blakeslee. Conseguinte, mudancas na classificacdo e composicdo do género
foram propostas por diversos autores (ALCORN; YEAGER, 1938; NAUMOV, 1939;
CUTTER, 1946; MILKO; BELJAKOVA ,1967). Liu et al. (2001) e Zheng & Chen (2001)
monografaram o género com base nos critérios morfologicos supracitados e propuseram 12
espécies e quatro variedades. Atualmente, sdo aceitas: C. elegans, C. binariae R.Y. Zheng,
C. blakesleeana Lendn., C. candida Yosh. Yamam., C. clavata R.Y. Zheng & G.Q. Chen,
C. echinulata, C. homothallica Komin. & Tubaki, C. intermedia K.B. Deshp. & Mantri, C.
multiverticillata R.Y. Zheng & G.Q. Chen, C. phaeospora Boedijn, C. polymorpha Pispek,
C. septata R.Y. Zheng, C. Vesiculosa P.C. Misra, C. bigelovii Z. Xin, Y. Zhao & H. Wang
e C. gigacellularis A.L. Santiago, C.L. Lima & C.A. de Souza (GUO et al., 2015; HYDE
etal., 2016; SPECIES FUNGORUM, 2017).

Com base na temperatura maxima de crescimento, cor e textura das colonias,
compatibilidade sexual e, consequentemente, na formagdo do zigosporo, além de dados
moleculares, alteracfes expressivas tém sido observadas na delimitacdo de espécies e no
posicionamento filogenético de Cunninghamella dentro de Mucorales (ZHOU; HUANG,
1991; ZHENG; CHEN, 1994, 1998; LIU et al., 2001; GHERBAWY et al., 2010). Estudos

demonstraram que esse género é monofilético, sendo Absidia, Halteromyces Shipton &
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Schipper e Chlamydoabsidia Hesselt. & JJ Ellis os géneros filogeneticamente mais
proximos (HOFFMANN et al. 2013; WALTHER et al. 2013).

2.3.1.5 Gongronella Ribaldi

Gongronella, proposto por Ribaldi (1952), pertence a familia Cunninghamellaceae
e inclui espécies caracterizadas por constituirem coldnias de crescimento relativamente
lento, com estolBes, rizdides com desenvolvimento limitado e esporangioforos eretos ou
frequentemente dispostos em ramificacOes levemente circinadas. Os esporangios séo, em
maioria, pequenos e de parede deliquescente. As columelas séo reduzidas em tamanho e
apresentam uma apdfise muito dilatada que nunca torna o esprangio piriforme. Os
esporangiosporos sdo unicelulares, hialinos, lisos e de formas variadas. A reproducao
sexual dos espécimes de Gongronella ocorre pela formacao de zig6sporos, produzidos no
interior de zigosporangios que variam em tons de marrom a preto, com células suspensoras
paralelas e desprovidas de apéndices (HESSELTINE; ELLIS, 1964; ADAMCIK et al.,
2015; TIBPROMMA et al., 2017).

Ribaldi propds Gongronella para acomodar G. urceolifera Ribaldi (atualmente G.
butleri Lendn.) que compartilhava caracteristicas semelhantes as das espécies descritas em
Absidia como, por exemplo, a formacdo de uma apdéfise abaixo do esporangio, propondo, a
época, que a espécie fosse sindnimo de A. butleri Lendn. (ADAMCIK et al., 2015).
Contudo, a presenca de apdfises globosas ou em forma de urna, com uma constricao entre
a apofise e a fixacdo da parede esporangial, bem como o tamanho reduzido das columelas
foram as caracteristicas principais que motivaram a criagdo do género (UPADHYAY,
1969; ADAMCIK et al., 2015). Posteriormente, Peyronel & Dal Vesco (1955) e Pici
(1955) transferiram A. butleri para Gongronella com base na presenca de uma apofise bem
caracteristica, semelhante a observada na espécie tipo. Em seguida, Hesseltine & Ellis
(1961) propuseram a adicao de outra espécie ao género, G. lacrispora Hesselt. & J.J. Ellis
e, recentemente, quatro novas espécies foram descritas (ADAMCIK et al., 2015;
ARIYAWANSA et al., 2015; LI et al., 2016; TIBPROMMA et al., 2017), incluindo G.
brasiliensis C.A. de Souza, D.X. Lima & A.L. Santiago, registrada em solos de brejos de
altitude do semiarido brasileiro.

Até o presente, 0 género abrange seis espécies: G. brasiliensis, G. butleri, G.
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guangdongensis F. Liu, T.T. Liu & L. Cai, G. koreana Hyang B. Lee & T.T.T. Nguyen, G.
lacrispora e G. orasabula Hyang B. Lee, K. Voigt, P.M. Kirk & T.T.T. Nguyen. Os
especimes de Gongronella tém sido tradicionalmente identificados com base em
carateristicas morfofisioldgicas. No entanto, nos Gltimos anos, técnicas moleculares tém
auxiliado a delimitacdo das espécies do género, contribuindo com a descricdo de novos
taxons (ADAMCIK et al., 2015; ARIYAWANSA et al., 2015; TIBPROMMA et al., 2017).

2.3.1.6 Mucor Fresen.

Mucor € 0 género mais representativo em numero de espécies em Mucoromycota,
tendo Gherbawy et al. (2010) estimado que, dentre o0s taxons descritos para o género, 50 a
75 espécies sejam validas. Schipper (1973, 1975, 1976, 1978) descreveu e ilustrou 39
espécies, quatro variedades e 11 formas de Mucor. Em seguida, outros 21 tdxons foram
propostos (MEHROTRA; MEHROTRA, 1978; MIRZA et al, 1979;
SUBRAHMANYAM, 1983; CHEN; ZHENG, 1986; SCHIPPER, 1989; SCHIPPER,;
SAMSON, 1994; WATANABE, 1994; ZALAR et al., 1997; PEI, 2000; ALVES et al.,
2002; JACOBS; BOTHA, 2008; ALVAREZ et al., 2011; HERMET et al., 2012;
MADDEN et al., 2012; LI et al., 2016; VOGLMAYR; CLEMENCON, 2016).

A taxonomia de Mucor tem sido tradicionalmente baseada em caracteristicas
morfofisioldgicas das espécies (O'DONNELL et al., 1977; SCHIPPER, 1978; GINMAN;
YOUNG, 1989). Entretanto, a combinacdo de métodos tradicionais e abordagens
moleculares tém permitido a resolucdo de lacunas taxonémicas, além da descri¢do de
novas espécies para o género (WALTHER et al., 2013; VOGLMAYR; CLEMENCON,
2016).

Estudos filogenéticos demostraram que Mucor é polifilético (O’DONNELL et al.,
2001 KWASNA et al., 2006; JACOBS; BOTHA, 2008; BUDZISZEWSKA,;
PIATKOWSKA, 2010; ALVAREZ et al., 2011) e Walther et al. (2013) destacaram que,
embora a polifilia de Mucor seja indiscutivel, algumas linhagens do género apresentam
posicdes filogenéticas inconclusivas. De acordo com esses autores, combinagdes de
caracteristicas morfoldgicas, como o tamanho do esporangio e o padrdo de ramificacdo do
esporangioforo, sdo comumente compartilhadas por algumas dessas linhagens, sugerindo

que o género fosse dividido em seis grupos: M. mucedo L., M. flavus Bainier., M. hiemalis
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Wehmer, M. racemosus Bull., M. amphibiorum Schipper e M. recurvus E.E. Butler.

Espécies de Mucor séo caracterizadas pela producdo de esporangios ndo apofisados
em esporangidforos simples ou ramificados que surgem diretamente do substrato, sem a
producdo de rizoides basais e estoldes (ALVAREZ et al., 2011; BENNY, 2014).
Representantes desse género podem ser heterotélicos ou homotélicos, e o zigésporo
apresenta células suspensoras opostas mais ou menos iguais e sem apéndices (BENNY,
2013; HOFFMANN et al., 2013). Embora saprdbios, em maioria, alguns representantes de
Mucor, como M. circinelloides Tiegh., M. indicus Lendn., M. irregularis Stchigel, Cano,
Guarro & E. Alvarez, M. racemosus e M. ramosissimus Samouts. tém sido relatados como
patdgenos oportunistas causadores de micoses cutaneas, profundas e sistémicas em seres
humanos (ALVAREZ et al., 2011; HOFFMAN et al., 2013). Voglmayr & Clémencon
(2016), com base em sequéncias das regides SSU, ITS e LSU (rDNA) e na morfologia dos
zigo6sporos, descreveram M. lilianae Voglmayr & Clémengon e M. rudolphii Voglmayr &
Clémencon como endoparasitas de basidiomas hipogeos de espécies de Hysterangium
Vittad., ampliando o conhecimento sobre nicho ecoldgico desse grupo de fungos. Varios
taxons de Mucor estdo ainda envolvidos em processos biotecnoldgicos, em decorréncia da
capacidade de produzirem enzimas e acidos organicos (ALVES et al., 2002, ROA ENGEL
et al., 2008).

A partir do inicio da década de 2000, novas espécies de Mucor foram propostas,
aumentando o conhecimento da diversidade de Mucorales (PEI, 2000; ALVES, et al.,
2002; JACOBS; BOTHA, 2008; HERMET, et al., 2012; MADDEN, et al., 2012; LI et al.,
2016; VOGLMAYR; CLEMENCON, 2016), incluindo trés espécies para o semiarido
brasileiro: M. merdicola C.A. de Souza & A.L. Santiago, M. caatinguensis A.L. Santiago,
C.A. de Souza & D.X. Lima e M. pernambucoensis C.L. Lima, D.X. Lima & A.L.
Santiago (LI et al., 2016; LIMA, et al., 2018).

2.3.1.7 Rhizopus Ehr.

Espécies de Rhizopus Ehrenb. (1821) caracterizam-se morfologicamente pela
formacgédo de esporangioforos que portam esporangios multiesporados, apofisados, com
parede evanescente, e que surgem diretamente do micélio aéreo ou de estoldes, com ou

sem rizoides opostos. Os zigosporangios apresentam paredes ornamentadas e células
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suspensoras desprovidas de apéndices (ZHENG; CHEN, 1998; ZHENG et al., 2007).
Rhizopus foi monografado em dois estudos conduzidos por Schipper (1984) e Schipper &
Stalpers (1984). Os autores dividiram o género em R. oryzae e em dois grupos de espécies:
R. stolonifer (com duas espécies e duas variedades) e R. microsporus (com duas espécies e
quatro variedades). Zheng et al. (2007) revisaram 0 género e adicionaram novas
combinag@es, descrevendo 10 espécies e nove variedades: R. americanus (Hesselt. & J.J.
Ellis) R.Y. Zheng, G.Q. Chen & X.Y. Liu, R. arrhizus var. arrhizus, R. arrhizus var.
delemar (Boidin ex Wehmer & Hanzawa) J.J. Ellis, R. arrhizus var. tonkinensis (Vuill.)
R.Y. Zheng & X.Y. Liu, R. caespitosus Schipper & Samson, R. homothallicus Hesselt. &
J.J. Ellis, R. microsporus var. microsporus Tiegh., R. microsporus var. azygosporus (G.F.
Yuan & S.C. Jong) Schwertz, Villaume, Decaris, Percebois & Mejean, R. microsporus var.
chinensis (Saito) Schipper & Stalpers, R. microsporus var. oligosporus (Saito) Schipper &
Stalpers, R. microsporus var. rhizopodiformis (Cohn) Schipper & Stalpers, R. microsporus
var. tuberosus R.Y. Zheng & G.Q. Chen, R. niveus M. Yamaz., R. reflexus Bainier, R.
schipperae Weitzman, McGough, Rinaldi & Della, R. sexualis (G. Sm). Callen e R.
stolonifer. Em seguida, Dolatabadi et al. (2014), ap6s um amplo estudo baseado na
morfologia, fisiologia, genética molecular e em espectometria de massa (MALDI-ToF),
concluiram que todas as variedades de R. microsporus sdo sinbnimos e devem ser citadas
como R. microsporus Tiegh.

Espécimes de Rhizopus sdo extremamente relevantes para a sociedade em Varios
aspectos. Muitos sdo contaminantes de uma ampla variedade de produtos agricolas durante
0 armazenamento e transporte (DOLATABADI et al., 2014). Representantes deste género
sdo citados em diversas areas do conhecimento como agentes benéficos em uma série de
processos (XUEFENG et al., 2011). Na indastria de alimentos, espécies de Rhizopus sdo
consideradas agentes de fermentacdo relavantes na fabricacdo de produtos asiaticos a base
de arroz, conhecidos como Tempeh (NOUT; KIERS, 2005; ALVAREZ, 2013). Quanto a
area farmacéutica, espécimes tém sido utilizados para a producdo de medicamentos
(NOUT; KIERS, 2005; ZHENG et al., 2007).

2.3.1.8 Syncephalastrum J. Schrot.

Comumente isolados do solo (SANTIAGO; SOUZA-MOTTA, 2006; SANTIAGO
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et al., 2013), espécimes de Syncephalastrum caracterizam-se pela formacdo de
merosporangios multiesporados produzidos no &pice de merosporangioforos, simples ou
simpodialmente ramificados, sobre a superficie de uma vesicula fértil (MISRA, 1975). Os
zigosporangios dos representantes desse género assemelham-se aos produzidos por
espécies de Mucor, em formacdo e aparéncia, com células suspensoras mais ou menos
iguais em forma e tamanho (BENJAMIN, 1959).

Posteriormente a descricdo do género, por J. Schrét. (1886), aproximadamente 10
espécies e cinco variedades foram incluidas ao género. Contudo, de acordo com Benjamin
(1959), variaces no didmetro da vesicula, presenca ou auséncia de estolGes, cor da
coldnia, dimensdes dos merosporangios e forma, tamanho e quantidade dos merdsporos em
cada merosporangio, ndo tém valor taxondmico para a diferenciacdo de espécies. A época,
Benjamin (1959) sinonimizou todas as espécies descritas tratando-as como S. racemosum
Cohn ex J. Schrot. Posteriormente, Zheng et al. (1988) descreveram um novo taxon, S.
monosporum R.Y. Zheng, G.Q. Chen & F.M. Hu, que apresenta merosporangio
uniesporado. No entanto, de acordo com o Species Fungorum (2017), trés espécies sao
consideradas validas: Syncephalastrum monosporum R.Y. Zheng, G.Q. Chen & F.M. Hu,

S. racemosum Cohn ex J. Schrét. e S. rhizopi Vuill.

2.3.2 Umbelopsidales Spatafora & Stajich

Tentativas de elucidar incognitas ao longo do curso evolutivo dos fungos
zigosporicos tém resultado em mudancas na classificagdo do grupo desde a década de 2000
(JAMES et al., 2006; HIBBETT et al., 2007; LIU et al., 2009; CHANG et al., 2015;
SPATAFORA et al., 2016). Nesse contexto, Spatafora et al. (2016), ap6s um extenso
estudo envolvendo dados em escala genémica, propuseram Umbelopsidales, uma ordem
momotipica que compreende Umbelopsidaceae W. Gams & W. Mey. e Umbelopsis Amos
& H.L. Barnett.

Umbelopsidales é caracterizada por individuos que se reproduzem assexuadamente
pela formacdo de esporangios multiesporados ou uniesporados e de clamiddsporos. Os
esporangios sdo tipicamente pigmentados em tons de vermelho ou ocre, e produzidos na
extremidade de esporangioforos dispostos em ramificacdes cimosas ou verticiladas. Os

esporangidsporos apresentam variacbes de forma, sendo globosos, elipsoidais ou
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poliédricos e pigmentados. As columelas sdo, em geral, muito pequenas ou ausentes,
sendo, muitas vezes, descritas como inconspicuas. A reproducdo sexuada em
Umbelopsidales é desconhecida (HOFFMANN et al., 2013; WANG et al., 2013;
SPATAFORA et al., 2016).

As caracteristicas fisiologicas e propriedades bioquimicas dos espécimes de
Umbelopsidales tornam esses fungos colonizadores primarios ou secundarios de substratos
ricos em carboidratos simples (RICHARDISON, 2009). De distribuicdo ubiqua, espécimes
de Umbelopsidales tém sido principalmente isolados de solos de florestas de regibes
tropicais e temperadas (GRANTINA, 2012; GRANTINA-LEVINA et al, 2014). No
entanto, ha fortes evidéncias de que esses fungos também ocorram como endéfitos (HOFF
et al., 2004; TERHONEN et al., 2014).

Umbelopsidales inclui fungos originalmente inseridos em Micromucor Malchevsk.,
Mortierella Coem., Mucor e Umbelopsis. Inicialmente, esse Gltimo género, tipificado por
U. versiformis Amos & H. L. Barnett, foi alocado dentre os fungos pertencentes a
Deuteromycetes Sacc. No entanto, de acordo com Gams (1977), alguns espécimes
apresentavam caracteristicas morfoldgicas semelhantes as descritas para Mortierella, mas
que ndo correspondiam exatamente a morfologia desse género. Dessa maneira, 0 autor
propds a criacdo do subgénero Micromucor e transferiu para este seis espécies e trés
variedades descritas como Mortierella. Posteriormente, von Arx (1982) elevou o
subgénero Micromucor a categoria de género e considerou Umbelopsis, anteriormente
descrito em Deuteromycetes, como pertencente a Zygomycetes, relacionado as familias
Mucoraceae ou Thamnidiaceae. Em seguinda, trés espécies [M. isabellinus (Oudem.) Arx,
M. longicollis (Dixon-Stew.) Arx e M. ramannianus (Mdller) Arx] foram mantidas em
Micromucor, e outros trés taxons [U. nana (Linnem.) Arx, U. roseo-nana (W. Gams &
Gleeson) Arx e U. vinacea (Dixon-Stew.) Arx] foram incluidos em Umbelopsis (VON
ARX, 1982; BENNY, 2015; WANG et al., 2013).

Como a maioria dos Mucoromycota, representantes de Umbelopsidales foram
tradicionalmente classificados com base em critérios morfofisiol6gicos. Posteriormente as
alteracbes propostas por Gams (1977) e von Arx (1982), questionamentos foram
levantados acerca das distingdes morfoldgicas entre Micromucor e Umbelopsis. Para Yip
(1986), os critérios adotados para separar esses géneros, como comprimento e padréo de

ramificagdo dos esporangioforos, ndo seriam confidveis. De acordo com o autor, a
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formacéo de esporangioforos com ramificacdes eretas e longas (descritas em Micromucor)
e a producdo de uma ou mais vesiculas possuindo uma ou vérias ramificagbes curtas ou
dispostas em forma de guarda-chuva (descritas em Umbelopsis), foram observadas em
Mortierella isabellina Oudem., sugerindo que todas as espécies de Micromucor fossem
transferidas para Umbelopsis. Kendrick et al. (1994) destacaram que algumas espécies de
Umbelopsis podem ser morfologicamente variaveis.

Amono et al. (1992) registraram, com base na composicdo de acidos graxos da
membrana plasmatica, que Umbelopsidales estava mais intimamente relacionada com
tdxons de Mucoraceae do que com aqueles descritos em Mortierellaceae. Corroborando
esse resultado, Ruiter et al. (1993) confirmaram a proximidade entre as espécies de
Umbelopsidales e representantes de Mucoraceae pela comparacdo da composicdo de
polissacarideos extracelulares antigénicos. Entretanto, em uma continuacdo dos estudos
iniciados por de Ruiter et al. (1993), Meyer & Gams (2003), utilizando técnicas de RFLP
das regides 1TS1, 5.8s, ITS2 do rDNA, de todas as espécies conhecidas do grupo
Mortierella isabellina (Micromucor/Umbelopsis — clados de O'Donnell et al., 2001) e
algumas outras espécies de Mortierella, apresentaram resultados contrarios. Foi revelado
que as espécies de Umbelopsidales formam um grupo monofilético ndo relacionado com
Mortierellales e apenas distantemente relacionado ao “core group” de Mucoraceae. Em
decorréncia disso, os autores decidiram subsumir todos os tdxons em Umbelopsis e propor
uma nova familia, Umbelopsidaceae, sugerindo novas combinacdes: U. isabellina
(Oudem.) W. Gams, U. ramanniana (Méller) W. Gams e U. autotrophica (E.H. Evans) W.
Gams.

2.3.2.1 Umbelopsis Amos & H.L. Barnett

Umbelopsis, descrito por Amos & Barnett (1966), é o Unico género de
Umbelopsidales. Esse género, que foi descrito para acomodar U. versiformis (inicialmente
posicionada dentro de Deuteromycetes), abrange 15 espécies atualmente aceitas: U.
angularisW. Gams & M. Sugiy., U. autotrophica (E.H. Evans) W. Gams, U.
changbaiensis Y.N. Wang, X.Y. Liu & R.Y. Zheng, U. dimorpha Mahoney & W. Gams,
U. fusiformis H.Y. Yip, U. gibberispora M. Sugiy., Tokum. & W. Gams, U. isabellina, U.
longicollis (Dixon-Stew.) Y.N. Wang, X.Y. Liu & R.Y. Zheng, U. nana, U. ovata (H.Y.
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Yip) H.Y. Yip, U. ramanniana, U. swartii H.Y. Yip, U. versiformis, U. vinacea e U.
westeae H.Y. Yip (YIP, 1986, MEYER; GAMS, 2003; SUGIYAMA et al., 2003,
MAHONEY et al., 2004, WANG et al., 2014; WANG et al., 2015). Membros de
Umbelopsis produzem coldnias velutinosas e esporangios com cores variando entre ocre,
vermelho e rosa, exceto U. nana, que apresenta esporangio hialino (SUGIYAMA et al.,
2003).

Como destacado, a taxonomia desse género de fungos foi extensamente discutida
ao longo das ultimas décadas, e quase metade dos tadxons de Umbelopsis foram
inicialmente descritos como Mortierella (ex: M. isabellina, M. vinacea, M. nana, M.
ramanniana var. autotrophica, M. roseonana W. Gams & Gleeson e M. ovata), e alguns
como Mucor. [ex: M. ramannianus Moller = Mortierella ramanniana (Mdller) Linnem.]
(WANG et al., 2015). De acordo com Sugiyama et al. (2003), dois critérios morfoldgicos
foram essenciais para a transferéncia de alguns espécimes de Mortierella para Umbelopsis:
1 - As columelas pequenas, mas distintas, formadas em Umbelopsis, ndo correspondiam as
columelas ausentes ou extremamente reduzidas quase a um septo transverso, ligeiramente
convexo, das outras espécies de Mortierella; 2 - A auséncia dos zigosporos, nunca
observados em Umbelopsis. A época, representantes de Umbelopsis foram classificados
em secOes (Mortierella pusilla Linnem e M. isabellina), subgénero (Micromucor) e
géneros (Micromucor e Umbelopsis). Meyer & Gams (2003) subsumiram todos os tdxons
de Micromucor a Umbelopsis, com base nas analises do polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo (RFLP), incluindo sequéncias da regido ITS-1 do rDNA.

A classificacdo de espécimes de Umbelopsis com base na morfologia baseia-se,
principalmente, na cor das col6nias, no padrdo de ramificacdo dos esporangiéforos, na
capacidade de producdo de pigmentos e na forma e tamanho dos esporangios, das
columelas e dos esporangiosporos, além dos tipos de clamidosporos formados
(SUGIYAMA et al., 2003; WANG et al., 2015). No entanto, a delimitagdo de espécies
desse género também tem sido baseada em critérios fisiologicos e genéticos (MEYER,;
GAMS, 2003; SUGIYAMA et al., 2003; OGAWA et al., 2011; WANG et al., 2015;
SPATAFORA et al., 2016).
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2.4 MORTIERELLOMYCOTA Tedersoo, Koljalg, Bahram, Doring, Schigel, T. May,
Sanchez-Ramirez, M. Ryberg & Abarenkov

Mortierellomycota foi proposto por Tedersoo et al. (2018), com base na
reconstrugdo de filogramas gerados a partir de analise multigénica, corroborados pelas
diferengas filogenéticas entre os representantes de Mortierellales e Mucoromyceta
(JAMES et al., 2006a; SEKIMOTO et al., 2011; SPATAFORA et al., 2016; TEDERSOO
et al., 2017. As espécies de Mortierellomycota estdo destribuidas no subfilo
Mortierellomycotina, classe Mortierellomycetes e Mortierellales, a Unica ordem descrita
para esse filo (SPATAFORA et al., 2016; TEDERSOO et al., 2018). De distribuicéo
ubiqua, de areas boreais as tropicais, espécies desse filo podem se portar como saprobias
do solo, de excrementos, como endofiticas ou parasitando animais e outros fungos
(BENNY et al., 2016). Caracteristicamente, membros desse grupo apresentam hifas
anastomosadas e ramificacOes dicotdmicas frequentes, podendo diferenciar-se produzindo
estruturas de fixacdo e resisténcia, como rizoides e clamidosporos, e outras de reproducao
assexuada, como esporoforos contendo esporangios ou esporangiolos, sem columela.
Estilosporos (clamidosporos que apresentam um talo) sdo produzidos exclusivamente por
algumas espécies de Mortierellomycota (VOIGT, 2012; TEDERSOQO et al., 2018).

2.5 MORTIERELLOMYCOTINA Kerst. Hoffm., K. Voigt & P.M. Kirk

Proposto por Hoffmann et al. (2011), o subfilo Mortierellomycotina é um dentre os
quatro subfilos estabelecidos na recente classificacdo dos fungos zigospéricos dentro de
Mucoromyceta (TEDERSOO et al.,, 2018). Os representantes desse subfilo estdo
distribuidos em sete géneros de Mortierellales (Mortierellaceae): Aquamortierella Embree
& Indoh, Dissophora Thaxt., Echinochlamydosporium X.Z. Jiang, X.Y. Liu, Xing Z. Liu,
Gamsiella (R.K. Benj.) Benny & M. Blackw., Lobosporangium M. Blackw. & Benny,
Modicella Kanouse e Mortierella (BENNY et al., 2016). Nothadelphia Degawa & W.
Gams é um provavel membro de Mortierellales, embora seja considerado por alguns
autores como um género de posicdo incerta (BENNY et al., 2014; BENNY et al., 2016).
Esse género foi descrito com base no micoparasitismo biotréfico (de espécies de
Mortierella) por N. mortierellicola Degawa & W. Gams.

Hoffmann et al. (2011) propuseram Mortierellomycotina com base em anélises
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filogenéticas inferidas a partir de um conjunto de dados multigénicos. Espécies desse
subfilo sdo caracterizadas pela formagdo de micélio delgado, com hifas inicialmente
cenociticas, mas irregularmente septadas na maturidade. Diferenciacdes das hifas podem
resultar em estruturas de fixacdo ou de resisténcia, como rizoides e clamidosporos. A
reproducdo assexual ocorre por esporangisporos e esporos produzidos em esporangios e
esporangiolos, respectivamente, ou, menos comumente, por estilosporos. Dentre 0s
géneros, apenas Modicella produz corpos de frutificacdo (esporocarpos). A reproducao
sexuada ocorre pela producéo de zigosporos que apresentam células suspensoras paralelas
e apostas. Representantes desse subfilo exalam odor de alho (BENNY et al., 2016;
SPATAFORA et al., 2016).

A espécie tipo de Mortierella (M. polycephala Coem.), descrita por Coemans
(1863), foi registrada estabelecendo uma interacdo parasitdria com cogumelos
(HOFFMANN et al., 2011). No entanto, espécies classificadas em Mortierellomycotina
apresentam uma ampla variedade de relagdes ecoldgicas. De maioria saprobios do solo,
taxons desse subfilo, além de terem sido descritos habitando excrementos e matéria
organica em decomposicdo, podem ocorrer em ambientes aquaticos, colonizando
nematoides de cisto de soja, ou em hdmus. Membros de Mortierellomycotina
ocasionalmente ocorrem como patdgenos oportunistas de animais, incluindo seres
humanos (BENNY; BLACKWELL, 2004; de HOOG et al., 2009; JIANG et al., 2011a;
BENNY et al., 2014).

2.5.1 Mortierellales Caval.-Sm.

Mortierellales, a unica ordem descrita em Mortierellomycotina, compreende
aproximadamente 100 espécies, sendo uma das maiores ordens dentre os fungos basais em
namero de taxons descritos (WAGNER et al., 2013). De acordo com Hibbett & Glotzer
(2011), de todas as espécies de Mortierellales descritas nos Gltimos 140 anos, cerca de 50%
foram registradas em seis anos por ec6logos moleculares. Taxons de Mortierellales foram
historicamente posicionados em outras ordens de Zygomycetes, classe desconsiderada por
Hibbett et al. (2007). De caracteristicas morfoldgicas marcantes, espécies de Mortierellales
apresentam micélio com hifas anastomizadas e ramificacbes dicotdmicas, além de
esporangiéforos basalmente inflados e alongados em direcdo ao é&pice, produzindo

esporangios e esporangiolos com columelas ausentes ou inconspicuas (HOFFMANN et al.,
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2011; BENNY et al., 2016). Em geral, espécimes de Mortierellales apresentam col6nias
com tons de branco a cinza claro, zonadas e com margens irregulares, além de hifas
cenociticas (quando jovens) e irregularmente septadas em coldénias mais velhas
(WAGNER et al., 2013; WEI et al., 2015).

O ciclo reprodutivo dos tadxons de Mortierellales ocorre, principalmente, pela
producdo de aplandsporos unicelulares, produzidos no interior de esporangios, ou
esporangiolos (uni, ou multiesporados), e de clamidosporos lisos ou ornamentados,
dispostos de maneira intercalar ou terminal. Em Mortierellales, a reproducdo sexuada é
pouco documentada e se caracteriza pela formacdo de zigGsporos contidos em
zigosporéngios com células suspensoras opostas, heterogdmicas ou mais ou menos
isogamicas (PETKOVITS et al.,, 2011; BENNY et al., 2016). Dentre os géneros de
Mortierellales, Modicella ¢ o Unico que produz esporocarpos, que S&0 COmpostos por
esporangios hialinos de parede lisa, fina, contendo esporangiosporos encapsulados em
extensas agregacoOes de hifas (SMITH et al., 2013).

De distribuicdo cosmopolita, Mortierellales constitui um grupo de fungos
heterogéneo, com representantes oligotroficos ou mesotroficos adaptados a uma ampla
variedade de substratos. Embora saprébios comuns do solo [Gamsiella (R.K. Benj.) Benny
& M. Blackw., Lobosporangium M. Blackw. & Benny, Mortierella e Modicella], onde
preferencialmente colonizam detritos de plantas e animais, espécies psicrofilas de
Dissophora Thaxt. foram referidas em excrementos de herbivoros (WERNER et al., 2016).
Aquamortierella Embree & Indoh, caracterizado pela producdo de esporangiosporos
alantéides a reniformes, com estruturas ndo aderentes, semelhantes aos apéndices, é
conhecido apenas em ambientes aquaticos (BENNY et al., 2014). Entretanto, algumas
interacdes simbidticas com outros organismos foram relatadas. A mais conhecida é a de M.
wolfii B.S. Mehrotra & Baijal, que infecta tecidos de mamiferos. Ocasionalmente,
representantes dessa espécie podem estar associados com raizes (JIANG et al., 2011b),
folhas (PERSOH, 2013) e sementes (OCHORA, et al., 2001). Echinochlamydosporium,
tipificado por E. variabile X.Z. Jiang, H.Y. Yu, M.C. Xiang, X.Y. Liu & Xing Z. Liu, foi

descrito colonizando nematoides de cisto de soja (JIANG et al., 2011a).
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2.5.1.1 Mortierella Coem.

Proposto por Coemans (1863), Mortierella foi criado para acomodar M.
polycephala Coem., espécie descrita como micoparasita. No entanto, espécimes de
Mortierella estdo dentre os fungos zigopodricos frequentemente encontrados no solo, como
saprobios. Apresentam ampla distribuicdo fitogeografica e capacidade de adaptacdo a
condicdes ambientais distintas, tendo sido referidos em diferentes substratos e hospedeiros
(HOFFMANN et al., 2011; WERNER et al., 2016). Esse género € o mais representativo
em numero de espécies dentro de Mortierellomycotina, tendo vérias espécies relevantes
para a biotecnologia. Estima-se que aproximadamente 91 tadxons de Mortierella sejam
aceitos (WAGNER et al., 2013), embora, de acordo com Nagy et al. (2011), esse niUmero
possa chegar a 127.

Taxons de Mortierella sdo caracterizados pela producdo concomitante de
esporangidforos basalmente inflados e columelas ausentes, pouco desenvolvidas, convexas
ou septoides, com formacéo assexuada de clamidosporos, estilosporos ou esporangiosporos
unicelulares produzidos em esporangios uni ou multisporados. A reproducdo sexual,
quando conhecida, ocorre pela formacdo de zigosporos que apresentam células suspensoras
paralelas e apostas, frequentemente cobertos por um emaranhado de hifas espessas
(SCHIPPER; STALPERS, 2002; PETKOVITS et al., 2011; BENNY et al., 2016).

As espécies de Mortierella foram anteriormente tratadas como Mucorales e
divididas em 11 se¢Bes: Alpina, Ambigua, Dichotoma, Elongata, Hygrophila, Isabellina,
Minutissima, Mutabilis, Polycephala, Spinosa e Stylospora, distinguidas com base nas
formas das colonias, presenca de estilosporos, padrdo de ramificacdo e comprimento dos
esporangioforos (WEI et al., 2015). Gams (1977) prop6s a criacdo dos subgéneros
Micromucor e Umbelopsis para abrigar espécimes que apresentavam algumas
caracteristicas morfoldgicas néo observadas em Mortierella. Em seguida, Benjamin (1978)
recomendou a criacdo de um terceiro subgénero, Gamsiella, e von Arx (1982) elevou o
subgénero Micromucor a categoria de género e recomendou a transferéncia de espécies
classificadas em Umbelopsis as familias Mucoraceae e Thamnidiaceae. Durante varias
décadas, a inconclusiva posicdo taxondmica de membros de Mortierella foi discutida e
varias outras contribuicbes foram fornecidas por diversos autores (GAMS 1977;
BENJAMIN 1978; von ARX 1982; PETKOVITS et al., 2011; HOFFMANN et al., 2011;
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WAGNER et al., 2013).

A identificacdo dos espécimes desse género tem sido tradicionalmente baseada em
caracteristicas morfofisiologicas (PETKOVITS et al., 2011; WAGNER et al., 2013).
Entretanto, abordagens filogenéticas e filogendmicas combinadas a métodos tradicionais
tém permitido expressivas alteracfes na delimitacdo das espécies no género (HOFFMANN
etal., 2011; WAGNER et al., 2013; SPATAFORA et al., 2016).

Segundo Werner et al. (2016), pouca atencdo tem sido dada a ecologia de
Mortierella porque os taxons sdo geralmente considerados saprébios secundarios nos
ambientes edéaficos. Entretanto, algumas interacGes simbidticas e de micoparasitismo tém
sido reportadas para membros desse género, que foram ainda referidos abrigando
endossimbiontes bacterianos (SATO et al., 2010; DAVIES et al., 2010; PERSOH, 2013;
MELO et al., 2014). Alguns espécimes de Mortierella sdo conhecidos como produtores de
acidos graxos, especialmente o araquiddnico, relacionado a fung¢Ges antitumorais, além de
auxiliar no metabolismo lipidico em pacientes com patologias hepaticas (HIGASHIYAMA
et al., 2002; GOHEEN et al., 1980; CANUTO et al., 1991; OKITA et al., 1993), enquanto
outros possuem elevada capacidade de acumular émega-3, utilizado na prevencao de
tumores de pulmdo, da esquizofrenia e deméncia (FREEMAN, 2000). Taxons de
Mortierella tém assumido um papel de destaque na producdo de biodiesel (HOLLAND,
2001; TRYTEK; FIEDUREK, 2005; KOSA; RAGAUSKAS, 2011).

2.6 REGIAO SEMIARIDA BRASILEIRA

O semiarido brasileiro caracteriza-se por apresentar elevadas temperaturas e baixos
niveis de precipitacdo, entre 250 e 1000 mm/ano, com chuvas mal distribuidas ao longo do
ano e periodos secos podendo se estender por até 10 meses (PRADO, 2003; SILVA et al.,
2003). Com uma extensdo de aproximadamente 969.589,4 kmz2, o dominio Caatinga ocupa
areas territoriais compreendidas entre oito estados do Nordeste do Brasil: Alagoas, Bahia,
Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe, além de parte de Minas
Gerais (DRUMOND et al., 2002). Estima-se que as zonas semiaridas se distribuam entre
49 nacbes, em cinco continentes (MELO FILHO; SOUZA, 2006). Contudo, a regido
semiarida brasileira € muito peculiar, apresentando baixa amplitude térmica, com
temperatura geralmente entre 25 a 30°C, com maximas podendo atingir 40°C, e variada

cobertura vegetal que resulta em sistemas ecoldgicos heterogéneos (SAMPAIO, 1995;
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ARAUJO, 20011). Caracterizado pela vegetacdo tipica de caatinga, esse dominio
exclusivamente brasileiro € constituido por florestas xerofiticas de porte arboreo a
arbustivo, cuja vegetacdo apresenta diversos mecanismos para suportar as condicfes
climaticas adversas, como folhas deciduais, espinhos ou aculeos, orgaos que armazenam
agua e éarea foliar reduzida (microfilia) (GIULIETTI et al., 2006). Com vegetacGes
predominantemente ramificadas e aspecto arbustivo e lenhoso, as espécies vegetais
comumente encontradas na Caatinga sdo: Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith,
(“imburana de cheiro”, Fabaceae — Papilionoideae), Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan var. cebil (Griseb.) Altschul (“angico”, Fabaceae — Mimosoideae), Aspidosperma
pyrifolium Mart. (“pau-pereiro”, Apocynaceae), Caesalpinia pyramidalis Tul.
(“catingueira”, Fabaceae - Caesalpinioideae), Cnidoscolus phyllacanthus (Mill. Arg.) Pax
& Hoffm. (“faveleira”, Euphorbiaceae), Commiphora leptophloeos (Mart.) Gillet
(“imburana”, Burseraceae, também conhecida como Bursera leptophloeos Mart.), varias
espécies de Croton (“marmeleiros” e “velames”, Euphorbiaceae) e de Mimosa
(“calumbies” e “juremas”, Fabaceae-Mimosoideae), Myracrodruon urundeuva Fr. All.,
“aroeira”, Anacardiaceae), Schinopsis brasiliensis Engler (“baratna”, Anacardiaceae) e
Tabebuia impetiginosa (Mart. ex A. DC.) Standley (“pau d’arco roxo”, Bignoniaceae)
(SOUTO, 2006; SILVA et al., 2003).

Dentro dos limites da Caatinga, 62% da vegetacdo € nativa, com grau diferenciado
de conservacdo. Areas de Caatinga sensu stricto correspondem &, aproximadamente, 36%
do dominio, seguidas por areas de transicdo ecoldgica (18%) e encraves de Cerrado e Mata
Atlantica, ocupando 8% da extenséo territorial (MMA, 2011). A ocorréncia de zonas de
transicdo e encraves de Mata Atlantica e Cerrado na Caatinga decorre de variagdes
climaticas, visto que os parametros clima e vegetacdo estdo intimamente relacionados
(PILLAR, 1995; COUTINHO, 2006).

2.7 MUCOROMYCETA EM SOLO DO SEMIARIDO BRASILEIRO

O solo é um ambiente dindmico e complexo cujas atividades biologicas, refletidas
nas interagcdes ecologicas entre seus diversos componentes, sdo regidas, principalmente,
pelos micro-organismos, incluindo os Mucoromyceta, que contribuem na decomposicgéo e
ciclagem de nutrientes (GOMES et al., 2003; NEWTON et al., 2005; MOREIRA et al.,
2008). Estudos relacionados as espécies de Mucoromyceta vém sendo realizados em solos
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do semiérido brasileiro, com a identificacdo de diversos taxons.

Embora muito fragmentados, estudos sobre a ocorréncia de téxons de
Mucoromyceta no Brasil, estdo concentrados nas regides Nordeste (principalmente em
Pernambuco, com raros relatos para Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba e Maranh&o) e Sudeste
(especificamente em Sdo Paulo, com raros relatos em Minas Gerais). Esses relatos
revelaram elevada diversidade destes fungos em alguns dominios fitogeogréficos.
Atualmente, 86 espécies distribuidas em 22 géneros de Mucoromyceta foram citadas em
diferentes biomas do Brasil, destacando-se o0s géneros: Absidia, Apophysomyces P.C.
Misra, Backusella, Circinella Tiegh. & G. Le Monn., Cunninghamella, Gilbertella
Hesselt., Gongronella, Isomucor J.I. Souza, Pires-Zott. & Harakava, Lichtheimia,
Mortierella, Mucor, Mycotypha Fenner, Parasitella Bainier, Phycomyces Kunze, Pilaira
Tiegh., Pilobolus Tode, Poitrasia P.M. Kirk, Rhizopus, Syncephalastrum, Thamnostylum
Arx & H.P. Upadhyay e Umbelopsis. Para a regido semiérida, no entanto, apenas 28
espécies distribuidas em 11 géneros foram registradas (SANTIAGO, 2017).

O conhecimento dos Mucoromyceta no semiarido brasileiro vem sendo construido
nas Gltimas duas décadas e algumas das contribuicdes foram fornecidas por Simdes &
Tauk-Tornisielo (2005), que identificaram R. microsporus em solo de Caatinga, na
Floresta Nacional Contentas do Sincord, municipio de ltuacu, Bahia, e por Coutinho et al.
(2009), que identificaram Rhizopus microsporus (citado como R. microsporus var.
chinensis e R. microsporus var. microsporus) em solo cultivado com meldo, na regido do
Vale do S&o Francisco, Petrolina, Pernambuco. Pereira et al. (2010a) isolaram espécimes
de Mucor, Rhizopus e Syncephalastrum, visando conhecer a microbiota fungica em solo na
regido da Borborema, Paraiba.

Dentre os trabalhos que referenciaram espécies de Mucoromyceta, destaca-se o de
Calvacanti et al. (2006) que, com o propdsito de estimar a riqueza de fungos filamentosos
em solos da regido do Xingd, identificaram 96 taxons, dentre eles oito espécies de
Mucorales: A. cylindrospora Hagem., C. elegans, G. butleri, L. corymbifera (como A.
corymbifera), L. ramosa (como A. ramosa), R. arrhizus var. arrhizus (como R. oryzae) e R.
microsporus.

Oliveira et al. (2013), em um inventario de fungos do solo da Chapada de S&o José,
no Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco, relataram oito espécies de Mucorales: A.
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cylindrospora, C. blakeslleeana, C. vesiculosa P.C. Misra, G. butleri, M. fuscus, R.
microsporus, R. arrhizus (como R. oryzae) e S. racemosum.

Algumas das contribuicdes significativas sobre a taxonomia e diversidade desses
fungos no Nordeste do Brasil vém sendo fornecidas nos ultimos anos por estudos
dedicados exclusivamente aos Mucoromyceta. Santiago & Souza-Motta (2006) registraram
seis especies: L. hyalospora (Saito) (como A. hyalospora e A. blakesleeana Lendn.), A.
cylindrospora, C. elegans, R. microsporus, R. arrhizus (como R. oryzae) e S. racemosum
em areas impactadas por mineracdo de cobre no municipio de Jaguari, Bahia. Santiago et
al. (2013) isolaram 19 tadxons de Mucorales, distribuidos entre Absidia, Apophysomyces
Misra, Cunninghamella, Fennellomyces Benny & R. K. Benjamin, Lichtheimia, Mucor,
Mycotypha Fenner, Rhizopus e Syncephalastrum de solo dos municipios de Belém de Séo
Francisco, Cabrobo e Triunfo, em Pernambuco, e Apophysomyces elegans P. C. Misra, K.
J. Srivast. & Lata e M. microspora Fenner foram registradas pela primeira vez para o
Brasil (Santiago & Maia, 2010).

De Souza et al. (2013) registraram cinco tdxons de Mucorales em solos do Parque
Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada-PE: A. cylindrospora, C. blakesleeana, C.
echinulata, R. arrhizus var. arrhizus e R. arrhizus var. delemar, enquanto Lima et al.
(2015) identificaram 13 taxons de Mucorales pertencentes a Absidia, Cunninghamella,
Gongronella, Lichtheimia, Mucor, Rhizopus e Syncephalastrum em solos de areas naturais
e degradadas de Caatinga no Parque Nacional do Catimbau, Buique, Pernambuco.

Novas espécies de Mucorales isoladas do semiarido brasileiro foram propostas: A.
caatinguensis D.X. Lima & A.L. Santiago, Cunninghamella gigacellularis A.L. Santiago,
C.L. Lima & C.A. de Souza, Lichtheimia brasiliensis, Mucor caatinguensis, M. merdicola
e M. pernambucoensis, ampliando o conhecimento sobre a riqueza de espécies desse filo
em ecossistemas semiaridos (SANTIAGO et al.,, 2014; ARIYAWANSA et al., 2015;
HYDE et al., 2016; LI et al., 2016).

2.8 MATA ATLANTICA

O Dominio Mata Atlantica, considerado um dos 25 hotspots mundiais de
biodiversidade, é caracterizado por elevada diversidade biol6gica e alto grau de
endemismo. Aproximadamente 95% da extensdo desse dominio encontram-se distribuidos

ao longo do territorio brasileiro e os outros 5% podem ser observados na Argentina,
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Paraguai e no Uruguai (PINTO; BRITO, 2005). Constituida por um mosaico de florestas e
ecossistemas associados, a Mata Atlantica inclui Florestas Ombrofilas Densas, Ombrdfilas
Mistas, Ombrofilas Abertas, Estacionais Semideciduais e Estacionais Deciduais, além dos
manguezais, restingas, campos de altitude associados e brejos (IBGE, 2011; SOS MATA
ATLANTICA, 2011).

A Mata Atlantica brasileira esti restrita apenas a 8% dos remanescentes da
cobertura vegetal original, correspondendo, aproximadamente, a 1.363.000 km?, cerca de
15% do territorio nacional, ocorrendo desde o Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul
e apresentando diferentes formas de relevo, composicdo floristica e caracteristicas
climéticas (LAGOS; MULLER, 2007; STEHMANN et al., 2009). Esse dominio apresenta
uma diversidade de espécies maior que as das formacdes amazonicas (NASCIMENTO et
al, 2012). Ainda que abrigando areas pouco conhecidas do ponto de vista bioldgico,
estima-se que entre 1 a 8% da diversidade mundial esteja alocada nesse dominio
(MORELLATO; HADDAD, 2000; LAGOS; MULLER, 2007).

A devastacdo das areas de Mata Atlantica resultou na fragmentacdo e na drastica
reducdo da cobertura vegetal desse dominio, reflexos da ocupacdo territorial e da
exploracdo desordenada dos recursos naturais, decorrentes de sucessivos ciclos
extrativistas, do uso indiscriminado da terra para fins comerciais (produgdo agricola,
expansao agropecuaria), da ampliacdo do parque industrial e do intenso processo de
urbanizagdo (CAMARA, 2003; HIROTA, 2003; MITTERMEIER et al., 2004;
MESQUITA et al., 2006). Os impactos gerados durante décadas de exploracdo tém
culminado na devastacdo de florestas e, consequentemente, resultado em uma enorme
perda da biodiversidade (RESENDE et al., 2002).

Embora estudos cientificos sobre o conhecimento da biodiversidade da Mata
Atlantica tenham contribuido com a elevacdo do conhecimento das comunidades de
diversos organismos desse dominio, pode-se dizer que, para muitos grupos de seres Vivos,
esse conhecimento ainda é insuficiente. Inferéncias relacionadas a fauna, por exemplo, tém
se concentrado em poucos grupos, como pequenas aves e mamiferos (RAMBALDI,
OLIVEIRA, 2003; MALDONADO-COELHO; MARINI, 2004), ou em estudos
relacionados aos efeitos causais da fragmentacdo e condi¢des edafoclimaticas sobre a
composicao taxondmica, ecologica e sobre persisténcia de plantas vasculares distribuidas
na Mata Atlantica (TABANEZ; VIANA, 2000; METZGER, 2000; OLIVEIRA et al.,
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2004; CASTELLA; BRITEZ, 2004; PACIENCIA; PRADO, 2004; SANTOS;
TABARELLI, 2005). Considerando os dominios brasileiros, registros de espécies de
fungos na Mata Atlantica somam 3016 espécies, correspondendo a pouco mais de 60 % de
todos os fungos registrados no Brasil (FLORA DO BRASIL, 2018). No entanto, ha
escassez de estudos taxondmicos e, sobretudo, ecoldgicos, referentes as comunidades de
Mucoromyceta em solos deste dominio.

2.9 MUCOROMYCETA EM SOLOS DE AREAS DE MATA ATLANTICA

Estudos da ocorréncia dos Mucoromyceta em areas de Mata Atlantica do Brasil
concentram-se, principalmente, nos estados de Pernambuco e Sdo Paulo (TRUFEM,
1981a, 1981b; LIMA et al, 2015), com registro, nesse dominio, de aproximadamente 70
taxons (SANTIAGO, 2017).

Alguns dos primeiros registros de espécimes de Mucoromyceta em solos de Mata
Atlantica foram realizados por Trufem (1981), ao citar, em uma série de estudos,
Mucorales de solos do estado de Sdo Paulo. TRUFEM (1981a) dedicou-se ao género
Mucor, notificando: M. corticola Hagem, M. fuscus Bainier, M. fragilis Bainier, M.
genevensis Lendn., M. heterosporus A. Fisch., M. hiemalis Wehmer, M. mousanesis Baijal
& B.S. Mehrotra, M. piriformis A. Fisch., M. odoratus Treschew e M. suhagiensis M.D.
Mehrotra. Em seguida, registrou a ocorréncia de A. cylindrospora, A. pseudocylindrospora
Hesselt. & J.J. Ellis, A. repens Tiegh., A. spinosa var. biappendiculata Rall & Solheim,
Circinella angarensis (Schostak.) Zycha, G. butleri, R. arrhizus (como R. oryzae) e R.
stolonifer (como R. nigricans) (TRUFEM, 1981b). Por fim, mencionou espécimes de
Circinella e Cunninghamella distribuidos em sete espécies: Circinella angarensis
(Schostak.) Zycha, C. muscae (Sorokin) Berl. & De Toni, C. rigida G. Sm., C. simplex, C.
bainieri Naumov, C. echinulata, C. elegans (TRUFEM, 1981c).

Schoenlein-Crusius & Millanez (1997), em estudo realizado na Reserva Ecoldgica
Alto da Serra de Paranapiacaba, Santo André, SP, contribuiram com o conhecimento dos
Mucoromyceta em areas de Mata Atlantica, registrando 13 taxons de Mucorales em
folhedo, solo e agua, sendo o género Mucor o mais frequente, representado por quatro
especies e duas variedades, seguido por Rhizopus. Dentre as espécies isoladas, M. hiemalis

e M. circinelloides foram consideradas frequentes e M. silvaticus (como M. hiemalis f.
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silvaticus), R. arrhizus, R. oligosporus Saito, M. japonicus Komin (como Z. japonicus) e
M. macrocarpus Y. Ling (como Z. macrocarpus) foram registrados pela primeira vez para
a Mata Atlantica.

Santos et al. (1998), em um estudo sobre a diversidade de fungos do solo na Ilha
dos Eucaliptos, na Represa de Guarapiranga, em Séo Paulo, identificaram nove taxons de
Mucorales, citando Cunninghamella phaeospora Boedijn como o taxon mais frequente,
dentre os isolados. Em trabalho realizado na Estacéo Ecoldgica de Juréia-Itatins, no estado
de S&o Paulo, Tauk-Tornisielo et al. (2005) compararam a diversidade de fungos entre uma
area natural e outra revegetada, identificando C. simplex, C. elegans e M. hiemalis, sendo a
primeira a espécie mais frequente.

Algumas contribuicdes, como as de Schoenlein-Crusius et al. (2006), registraram a
elevada diversidade de Mucorales de solo e folhedo de Mata Atlantica, em Cubatdo, Sdo
Paulo. Os autores notificaram 40 espécies, entre 1993 e 1995. Dentre os isolados, Mucor
amphibiorum Schipper, M. prayagensis Mehrotra & Nand ex Schipper e Parasitella
parasitica (Bain.) Syd. foram citadas pela primeira vez no Brasil.

De Souza et al. (2008) isolaram e descreveram 13 espécies de Mucorales de solos
contaminados por metais toxicos em Santa Gertrudes, S&o Paulo: A. cylindrospora var.
cylindrospora, C. phaeospora, M. bainieri B.S. Mehrotra & Baiajal, M. circinelloides f.
circinelloides, M. circinelloides f. janssenii, M. hiemalis (como M. hiemalis f. hiemalis),
M. lusitanicus Bruderl. [como M. circinelloides f. lusitanicus (Bruderlein) Schipper], M.
luteus (como M. hiemalis f. luteus) e Z. moelleri. Foi registrada a primeira ocorréncia de

M. bainieri para o Brasil.

2.10 BREJOS DE ALTITUDE

Os brejos de altitude representam areas de excecdo no contexto do semiarido.
Favorecidos pelas formacdes de nevoeiros, chuvas que sucedem as temperaturas baixas e
faixas de vegetacdo que ganham caracteristicas diferentes das de caatinga, esse
ecossistema é composto por disjuncdes de Floresta Atlantica estabelecidas em regides de
Caatinga (ANDRADE-LIMA, 1982). A existéncia dessas “ilhas”, tidas como refugio de
florestas Umidas inseridas no semiarido, esta associada a ocorréncia de planaltos e
chapadas que conferem condi¢bes climaticas e coberturas vegetais privilegiadas
(ANDRADE-LIMA, 1966).
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O ecossistema de brejo de altitude, por vezes denominado de mata serrana, €
associado ao dominio Mata Atlantica, em decorréncia de caracteristicas orograficas,
climaticas e biologicas (RODRIGUES et al., 2008). Encontrados em areas com altitudes
superiores a 600 m, em que o mesoclima varia de umido a subumido, os brejos de altitude
apresentam precipitagdo anual que oscila entre 900-1300 mm, além de solos geralmente
profundos, argilosos e contendo elevado teor de agua disponivel (THEULEN, 2004).
Distintos das areas de caatinga circundantes, os solos desses brejos apresentam menor
evapotranspiracdo, contribuindo com a adaptabilidade de vegetais locais que,
consequentemente, adquirem maior aporte hidrico (SOUSA et al., 2004). De acordo com
LINS (1989), as faixas de vegetacdo que se sucedem e ganham caracteristicas tmidas na
extensdo desses ecossistemas variam entre florestas caducifolias ou subcaducifolias, até
matas subperenes com espécies perenifdlias. Contudo, em altitudes mais elevadas
predominam florestas subperenifdlias, subcaducifélias e caducifélias (ARAUJO FILHO et
al., 2000).

A mais elevada pluviosidade, associada as temperaturas médias mais baixas
(quando comparadas as areas de caatinga), bem como a presenca de vegetacdo
caracteristica de Mata Atlantica, observadas nos brejos de altitude, tém atraido pecuaristas
e agricultores que criam gado e/ou desenvolvem lavouras permanentes, como as de
banana, café e citros, circundadas por lavouras temporarias, como as de hortalicas,
mandioca, milho e feijdo, que constituem a base da estrutura socio-econdmica dessas
regides (LINS, 1989). Contudo, o uso desordenado dessas areas tem desencadeado
processos de degradacdo irreversiveis, ocasionando a perda de habitat e a fragmentacédo de
areas, diminuindo o percentual dos brejos de altitude (CAVALCANTI; TABARELLI,
2004; TABARELLI; SANTOS, 2004). Estima-se que cerca de 16.000 km? da cobertura
vegetal dos brejos de altitude nordestinos tenham sido degradados, restando,
aproximadamente, 2.500 km? da extens&o original, o que impacta na diversidade bioldgica
e coloca em risco esse dominio ainda tdo pouco conhecido (TABARELLI; SANTOS,
2004).

Pesquisas direcionadas ao conhecimento da biodiversidade dos brejos de altitude
sd0 necessarias, considerando as diferencas fisiondmicas entre esses ecossistemas,
decorrente das diversas condi¢des de umidade e temperatura neles observados (LIMA,

2007). A maior parte dos estudos em brejos de altitude tem sido dedicada a caracterizacéo



57

e classificagdo das formacOes vegetais desse ecossistema (RODAL et al., 2005;
ANDRADE et al., 2006; LOPES et al., 2007; NASCIMENTO; RODAL, 2008; PEREIRA
et al., 2010b). Os poucos relatos da diversidade dos fungos zigospdricos nos brejos de
altitude de Pernambuco registraram 30 taxons (SANTIAGO et al., 2011, 2013; ALVES,
2016; ALVES et al., 2017.

2.11 MUCOROMYCETA EM SOLOS DE BREJOS DE ALTITUDE

Embora o importante papel ecolégico desempenhado por micro-organismos em
ambientes edaficos, como em solo de Mata Atlantica (MICHEREFF et al., 2005), tenha
sido referido, o numero de espécies de fungos em dareas pouco inventariadas tem sido
subestimado, sobretudo nos brejos de altitude.

O conhecimento, ainda fragmentado, da diversidade dos fungos zigosporicos em
brejos de altitude se restringe as contribuicbes de Santiago et al. (2011, 2013), Alves
(2016) e Alves et al. (2017), registrando a ocorréncia de diversas espécies descritas pela
primeira vez nesse ecossistema, além de descrevendo novos taxons para a ciéncia. Dentre
os estudos, Santiago et al. (2011) relataram uma nova espécie, Syncephalis aggregata, e
Santiago et al. (2013) isolaram Absidia cylindrospora var. cylindrospora, Cunninghamella
echinulata var. echinulata, C. echinulata var. verticillata, C. phaeospora, L. hyalospora,
M. luteus, M. prayagensis e M. subtilissimus, em solos do brejo de altitude na cidade de
Triunfo, Pernambuco,

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

Recentemente, Alves et al. (2017) registraram a primeira ocorréncia de C. clavata

para o hemisfério ocidental a partir de coleta no Brejo dos Cavalos, localizado na cidade de


http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=516776
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Caruaru, Pernambuco, e forneceram uma descricdo detalhada da espécie, além de uma

chave de identificacdo para espécies de Cunninghamella isoladas no Brasil.

2.12 PRODUCAO DE ENZIMAS POR ESPECIMES DE MUCOROMYCETA

Os micro-organismos apresentam-se como uma excelente fonte na producdo de
enzimas, destacando-se pela ampla diversidade bioquimica e susceptibilidade a
manipulacdo genética. Os Mucoromyceta tém sido frequentemente referidos em
decorréncia da capacidade de sintetizarem enzimas de importancia industrial, como
amilases, lipases, inulinase, pectinases, renina, proteases e outros metaboélitos (ALVES et
al., 2005; KUMAR et al., 2005; SANTIAGO; SOUZA-MOTTA, 2006).

Nos processos industriais, a estabilidade de uma enzima em elevadas temperaturas
é um dos principios essenciais para 0 sucesso do produto final. Celulases termoestaveis,
por exemplo, exibem elevada capacidade na degradacéo de lignocelulose a 65 °C. Enzimas
produzidas por fungos mesofilicos geralmente sdo estaveis em temperaturas proximas a 50
°C, enquanto fungos termofilicos sdo capazes de produzir enzimas termoestaveis que
suportam até 70 °C (VIIKARI et al., 2007).

Dentre os Mucoromyceta, alguns géneros de Mucorales abrigam espécimes
termofilicos ou termotolerantes capazes de produzir enzimas termoestaveis (BERKA et al.,
2011). Conhecidos por degradarem, preferencialmente, acucares solUveis, alguns
espécimes de Mucorales também sdo capazes de degradar moléculas complexas, como
pectina, proteinas, lipidios e hemicelulose (SCHULEIN, 2000; DOMSCH et al., 2007),
resultantes da producdo enzimatica de amilases, inulinases e celulases, frequentemente
citadas para uso biotecnoldgico (HOFFMANN et al., 2013; LIMA et al., 2014). Proteases
produzidas por fungos termofilicos, por exemplo, espécimes de Thermomucor Subrahm.,
B.S. Mehrotra & Thirum., correspondem a promissoras enzimas proteoliticas aplicadas na
industria de laticinios (NOUT; KIERS, 2005; MERHEB-DINI et al., 2010; XUEFENG et
al., 2011). Essas proteases se apresentam estaveis em condi¢Ges desnaturantes de pH e
temperatura, sendo essas caracteristicas ideais para aplicacdo na industria de alimentos,
devido a utilizacdo de temperaturas elevadas em diversos processos (MACCHIONE et al.,
2008).
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2.12.1 Protease coagulantes do leite — biosintese por espécimes de Mucoromyceta

As proteases compdem aproximadamente 60% de todas as enzimas
comercializadas, devido a elevada aplicabilidade nas industrias alimenticias e
farmacéuticas. O termo protease € um sinbnimo de peptidase, isto €, enzimas proteoliticas
ou hidrolases de péptidos que catalisam a clivagem de ligacbes peptidicas em proteinas
(MANDUJANO-GONZALEZ et al., 2016). Proteases sdo categorizadas como alcalinas,
neutras ou acidas, com base em mecanismos cataliticos e no pH ideal para a atividade. As
proteases acidas fungicas sdo consideradas substitutos viaveis para trés importantes
proteases envolvidas no processamento de alimentos: pepsina, renina e papaina (YEGIN et
al., 2011; FERREIRA et al., 2013).

Uma das principais aplicacGes das proteases € na industria de laticinios, para a
producdo de queijos, estando essas enzimas envolvidas no processo de coagulacdo de
caseinas do leite a partir de enzimas proteoliticas, sendo renina a principal delas
(D’AMBROSIO et al., 2003; KUMAR et al., 2005).

A renina ou quimosina, uma protease do abomaso dos ruminantes é amplamente
utilizada como coagulante do leite. No entanto, devido a escassez da producdo dessa
enzima, ao aumento do preco e a expansdo da producdo de queijos, pesquisas tém sido
encorajadas no intuito de se utilizar micro-organismos como fontes alternativas para a
producdo de coagulantes do leite que possam ser utilizados na fabricacdo de queijos
(KAVADIA et al.,, 2001; MAGNUSON; LASURE, 2004; KUMAR et al., 2005;
FERREIRA et. al., 2013).

Espécimes pertencentes ao subreino Mucoromyceta tém atraido consideravel
atencdo com relacdo aos processos biotecnoldgicos, ja que esses micro-organismos sdo
capazes de crescer em diferentes temperaturas, taxas de oxigenacdo e concentragoes
hidrogenidnicas. Dadas as propriedades estruturais, fisioldgicas, bioquimicas e genéticas,
0s Mucoromyceta apresentam-se como promissores para a producdo de uma grande
variedade de metabolitos, incluindo acidos orgénicos e enzimas (FERREIRA et al., 2013).
Dentre os taxons reconhecidos como fontes potenciais de proteases destacam-se cepas de
Mucor, Rhizopus, Rhizomucor e Thermomucor, produtores bem conhecidos de proteinases
asparticas com elevada atividade de coagulacdo do leite (MERHEB-DINI et al., 2010;
YEGIN et al., 2011; SILVA et al., 2013b; SUN et al., 2014).
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De acordo com Hashem (1999), um substituto adequado para proteases
tradicionais, utilizadas na fabricacdo de queijos, deve ter coagulacdo intensa e baixa
atividade proteolitica, minimizando a dissolu¢do do coagulo durante o processo. Nesse
contexto, proteases asparticas decorrentes da atividade proteolitica de Rhizomucor miehei
(= M. miehei) e R. pusillus (= M. pusillus) tém sido referidas, recebendo ampla aceitacéo
industrial, devido aos indices favoraveis de “fator R” (atividade de coagulacdo do
leite/atividade proteolitica), especificidade as ligaces peptidicas da caseina, boa qualidade
e rendimento do queijo (AIKAWA et al., 2001; BENEVIDES et al., 2004; YUQIU et al.,
2015).

Proteases aspérticas produzidas por Rhizopus formam uma classe de enzimas
conhecidas como “rizopuspepsinas” (LIN et al., 2011; HSIAO et al., 2014). As espécies
produtoras dessas proteases incluem R. microsporus Tiegh. (citada como R. chinensis
Saito) e R. arrhizus A. Fisch. (citada como R. hangchow M. Yamaz. e R. oryzae)
(SCHOEN et al., 2002; KUMAR et al., 2005; CHEN et al., 2009). Dadas as propriedades
bioquimicas de taxons de Rhizopus, Hsiao et al. (2014) descreveram, purificaram e
caracterizaram uma nova protease derivada das “rizopuspepsinas”, com elevada atividade
caseinolitica e perfil de inibicdo consistente, semelhante as proteases acidas asparticas,
como a renina, utilizada na fabricacgdo de queijos.

Fraile et al. (1978) realizaram um estudo pioneiro sobre a capacidade de espécimes
de Mucor em sintetizarem enzimas coagulantes do leite. Foram testadas 41 cepas, das
quais 28 delas catalizaram a protedlise de caseinas do leite, distribuidas entre M.
racemosus Fresen., M. fragilis Bainier, M. mucedo Sowerby, M. plumbeus Bonord. (= M.
spinosus Schrank), R. arrhizus [= M. rouxii (Calmette) Wehmer], M. bacilliformis Hesselt.
e M. hiemalis

Tubesha & Al-Delaimy (2003) estimaram a atividade proteolitica de 20 taxons de
Mucor originarios da Jordania. Embora ndo tenha sido fornecida informagé&o dos isolados
ao nivel da especie, este estudo confirma o potencial de espécimes de Mucor para a
biossintese de proteinases asparticas. Posteriormente, Alves et al. (2005) reportaram a
biosintese de proteinases extracelulares por M. racemosus f. chibinensis (Neophyt.)
Schipper, M. circinelloides f. circinelloides Tiegh., M. circinelloides f. griseo-cyanus
(Hagem) Schipper, M. circinelloides f. janssenii (Lendn.) Schipper, M. circinelloides f.

lusitanicus (Bruderl.) Schipper, M. genevensis Lendn., M. hiemalis (= M. hiemalis f.
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hiemalis Wehmer), M. luteus Linnem. (= M. hiemalis f. luteus Linnem. ex Schipper), M.
piriformis f. piriformis A. Fisch., M. piriformis f. nanus M.H. Alves & Trufem, M.
subtilissimus Berk., M. variosporus Schipper e M. carbonaceus M. H. Alves; Trufem &
Milanez.

Alguns processos da indlstria de laticinios requerem tratamento em elevadas
temperaturas, mesmo que o leite pasteurizado seja utilizado. Processos de aquecimento séo
essenciais para obtencdo de uma textura elastica e compacta em queijos Halloumi (tipico
do mediterraneo oriental), por exemplo. Esse método influencia as caracteristicas
bioquimicas e de maturacdo, em particular, a atividade residual de coagulante do leite.
Nesse sentido, a utilizacdo de enzimas estaveis ao calor é preferida, pois evita alteracdes
indesejaveis na qualidade organoléptica do produto final. Nesse contexto, Hayaloglu et al.
(2014) compararam a estabilidade térmica da quimosina de origem animal e a produzida
por R. miehei, notificando melhores estabilidade térmica e atividade proteolitica de
caseinas do leite pelas enzimas produzidas por R. miehei. MERHEB-DINI et al. (2010)
reportaram elevada atividade de coagulacdo do leite, baixa atividade proteolitica e
estabilidade térmica em Thermomucor indicae-seudaticae Subrahm., B.S. Mehrotra &

Thirum.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREAS DE ESTUDO

As amostras de solo foram coletadas em trés brejos de altitude do semiarido de
Pernambuco: brejos da Serra do Bituri, de Taquaritinga do Norte e do Sitio Carro
Quebrado, pertencentes aos municipios de Brejo da Madre de Deus, Taquaritinga do Norte

e Triunfo, respectivamente.

3.1.1 Brejo da Serra do Bituri

O brejo da Serra do Bituri compreende areas dos municipios do Brejo da Madre de
Deus, Belo Jardim e Sanhar6 - PE, com aproximadamente 245 km? de extenséo (Figura 1).
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Figura 1. Localiza¢do do Municipio de Brejo da Madre de Deus.
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Fonte: CODEPEM, (2012)

A vegetacdo original desse brejoé constituida por florestas subcaducifélias,
caducifdlias, subperenifolias, além de caatinga hipoxeréfila (RODRIGUES et al., 2008). A
temperatura média anual é de 22,2 °C e a precipitacdo média é de 948 mm/ano, com
periodo de chuvas se estendendo de mar¢o a julho (SILVA et al., 2009), o que caracteriza
o clima como tropical Umido-seco, com longa estacdo seca (RICHARDS, 1996). Esse
brejo apresenta um conjunto de fragmentos de floresta estacional semidecidua montana
(Figura 2) com altitudes entre 900 e 1.100 m (VELOSO et al., 1991).

Figura 2. Aspecto da floresta estacional semidecidua montana da Serra do Bituri, Brejo da Madre de Deus -
PE.
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Fonte: de Souza, C.A.F.
3.1.2 Brejo de Taquaritinga do Norte

O Brejo de Taquaritinga do Norte localiza-se na cidade que recebe 0 mesmo nome,

abrangendo também pequenas areas dos municipios de Vertentes e Toritama — PE (Figura
3).

Figura 3. Localizagdo do Municipio de Taquaritinga do Norte.
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O brejo apresenta uma éarea aproximada de 59 km? e se caracteriza por um conjunto
de elevacdes com relevo suave ondulado a forte ondulado com declives, as vezes,
acentuados, com altitudes entre 750 e 1.000 m e temperatura média de 18 °C. A vegetacao
original é predominantemente composta por florestas subcaducifolia
e caducifdlia, ocorrendo, nas por¢Bes mais altas, floresta subperenifolia (Rodrigues et al.,
2008) (Figura 4). O clima é do tipo tropical chuvoso, com verdo seco. A esta¢do chuvosa
inicia-se em janeiro/fevereiro com término em setembro, podendo chegar até outubro
(MME, 2005a).

Figura 4. Aspecto da floresta subcaducifélia e caducifélia do brejo de Taquaritinga do Norte - PE.
Y NP

Fonte: de Souza, C.A.F.

3.1.3 Brejo do Sitio Carro Quebrado

O brejo do Sitio Carro Quebrado esta localizado na cidade de Triunfo, na bacia
hidrogréfica do Pajel, uma regido predominantemente de floresta com vegetagdo sub-
decidua (Figura 5). Apresenta relevo forte ondulado e montanhoso com vegetacdo
predominante do tipo floresta subcaducifélia (Figura 6). De acordo com Ferraz et al.
(1998), em Triunfo, areas de maior altitude (1.100 m) sdo ocupadas por uma vegetacao

caracteristica de florestas de terras altas (brejos de altitude), enquanto as areas de altitudes
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mais baixas (500 a 700 m) sdo caracterizadas pela vegetacdo tipica de caatinga. O clima,
segundo a classificagdo de Kdppen, é quente e imido, com temperatura média anual de 25
°C. A taxa de precipitacdo anual é de 1.222 mm, com um periodo de seca de sete meses e

chuvas concentradas em marco e abril (MME, 2005b).

Figura 5. Localizagdo do Municipio de Triunfo.
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Figura 6. Aspecto da floresta subcaducifélia do brejo do Sitio Carro Quebrado, Triunfo-PE.



Fonte: de Souza, C.A.F.

3.1.4 Dados pluviométricos
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Os dados pluviométricos dos meses de coleta foram fornecidos pela administracéo

do Instituto Agrondmico de

(http://www.ipa.br/indice pluv.php).

Pernambuco IPA

(Figura

7)

Figura 7. Pluviosidade média mensal (mm) dos municipios Brejo da Madre de Deus, Taquaritinga do Norte

e Triunfo - PE durante o periodo de coletas de solo.
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3.2 ISOLAMENTO DOS MUCOROMYCETA

3.2.1 Coletas de solo

Foram realizadas sete coletas de solo na Serra do Bituri (8°12'41,5"S, 36°23'73"0),
em Taquaritinga do Norte (7°52'28"S, 35°59'25"0) e no Sitio Carro Quebrado
(7°52'29,42"S, 38°06'12,07"0) entre Junho e Dezembro de 2016. As amostras foram
coletadas em dois setores escolhidos aleatoriamente em cada uma das areas. Em cada area,
foram demarcados dois retangulos de 500 m? e, em cada retangulo, coletadas nove
subamostras de solo a uma profundidade de 5 cm, respeitando-se a distancia minima de 10
m entre cada ponto de coleta, totalizando 18 subamostras de solo para cada area e 54,
considerando-se as trés areas por coleta. As amostras de solo foram armazenadas em sacos
plasticos e conservadas em caixas de isopor com gelo durante o transporte, sendo
processadas em até 24 h, no laboratorio. Inicialmente, as nove subamostras de cada
quadrante de coleta foram homogeneizadas, originando trés amostras compostas por
retdngulo e seis amostras compostas por area de coleta. No total, foram analisadas 126
amostras compostas de solo, considerando as sete coletas realizadas nos trés brejos de
altitude.

3.3 ISOLAMENTO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DOS MUCOROMYCETA

Para o isolamento dos espécimes de Mucoromyceta, cinco mg de solo foram
inoculadas no meio de cultura agar gérmen de trigo (BENNY, 2008) adicionado de
cloranfenicol (100 mg.L™), contido em placas de Petri, em triplicada. O crescimento das
colénias foi acompanhado por 96 h em temperatura ambiente (28 + 2 °C). Para a
purificacdo, um fragmento de cada colbnia foi transferido para placas de Petri com o
mesmo meio de cultura e, depois de confirmada a pureza, transferido para tubo de ensaio
contendo o0 meio batata dextrose 4gar (BDA) (LACAZ et al., 2002).

A identificagdo dos espécimes foi realizada pela observagdo das caracteristicas
macroscopicas (coloracdo, aspecto e didmetro das coldnias) e microscopicas

(microestruturas), com base nas descrigdes de Benjamin e Hesseltine (1957), Benjamin
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(1959), Upadhyay (1969), Schipper (1978, 1984, 1990), Benny (1982), Zheng e Chen
(2001), Hoffmann et al. (2007) e Zheng et al. (2007).

Espécies que apresentaram caracteristicas morfoldgicas distintas das conhecidas
foram descritas e ilustradas apds crescimento nos meios de cultura agar extrato de malte
(AEM) e BDA em placas de Petri incubadas a 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 °C, no escuro. O
crescimento das colonias foi avaliado a cada 24 horas, determinando-se quantos
centimetros as col6nias cresceram a cada dia e se houve diferenca de coloragéo entre o dia
da inoculacdo e o dia em que a colbnia tomou toda a placa de Petri. A coloracdo das
coldnias foi determinada de acordo com o dicionario de cores de Maerz e Paul (1950).

Todas as caracteristicas microscopicas foram obtidas por analise dos espécimes em
microscopio de luz Leica DM500. As microestruturas foram medidas a partir de culturas

em lamina montadas em KOH (3%) ou em Azul de Aman para observacéo.

3.4 EXTRACAO DE DNA, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DAS REGIOES
ITS E LSU DO rDNA

O sequenciamento de regides especifias do rDNA (ITS, LSU) ou codificador de
proteina (RPB1) foi realizado para confirmacdo molecular das novas espécies, primeiras
citacdes para o Brasil e de isolados que ndo puderam ser identificados pelas caracteristicas
morfologicas. Para extracdo do DNA, a biomassa obtida de culturas puras foi transferida
para microtubos de 2 mL com tampa de rosca, acrescidos de 0,5g de contas de vidro “glass
beads” para a trituracdo do material por agitacdo em alta velocidade em um FastPrep. Em
seguida, foi realizada a extracdo do DNA gendmico conforme Griffiths et al. (2000), que
inclui uma lavagem com cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), além de precipitacdo em
isopropanol, lavagem em etanol 70% e ressuspensdo em 50 pL de &gua ultrapura.

As regibes ITS e LSU do rDNA foram amplificadas utilizando-se os iniciadores
ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990), F1843 e R3096 (SCHMITT et al., 2009),
respectivamente, além do gene codificador de proteina RPB1 (primers RPB1-F1843 e
RPB1-R3096). Controles negativos contendo todos os componentes, exceto o rDNA,
foram utilizados em cada procedimento para detectar possiveis contaminacgdes. Os
produtos amplificados foram purificados com PureLink — PCR Purification Kit —

Invitrogen e posteriomente clonados com o CloneJET PCR Cloning Kit (Fermentas;
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Carlsbad, USA), sequindo a metodologia do fabricante. As sequéncias foram enviadas para
sequenciamento na Plataforma Tecnoldgica de Genémica e Expressao Génica do Centro de

Biociéncias — Universidade Federal de Pernambuco.

3.5 ANALISES FILOGENETICAS

As sequéncias obtidas foram alinhadas com outras recuperadas do GenBank com o
auxilio do programa Clustal X (LARKIN et al., 2007) e editadas usando o programa
BioEdit (HALL, 1999). Antes das anélises filogenéticas, o0 modelo de substituicdo de
nucleotideos foi estimado utilizando Topali 2.5 (Milne et al., 2004). A caracterizacao
molecular final foi realizada com a avaliacdo filogenética, com a construcdo de arvores
Bayesianas (1 x 10° geracdo) em MrBayes 3.1.2 (RONQUIST & HUELSENBECK, 2003)
e de maxima verossimilhanca (GUINDON & GASCUEL, 2003), executadas com o0 auxilio
do programa Topali 2.5. As sequéncias dos espécimes isolados foram comparadas as

disponiveis no “GenBank” (www.ncbi.nlm.nih.gov) para confirmacao genética dos taxons.

3.6 AVALIACAO DAS COMUNIDADES DE MUCOROMYCETA

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 = numero total de amostras de solo. De acordo com essa
férmula, as espécies foram classificadas como: muito frequentes (> 10%), frequentes (5-
10%), pouco frequentes (>1 < 5%) e raras (< 1%) (HYDE e SARMA, 2001).

A abundancia de cada espécie nas areas foi calculada aplicando-se a formula: A =
(Ni/N) x 100, em que: A = abundancia i; Ni = numero de UFC de espécies i; N = nimero
total de UFC (ZAK e WILLIG, 2004). As espécies foram classificadas de acordo com
Silva & Cavalcanti (2010) como: raras (<1,5%), ocasionais (1,5-3,5%), comuns (>3,5-
6,5%) e abundantes (>6,5%).

Para a estimativa da diversidade de Mucoromyceta nas areas de estudo foi utilizado

o indice de diversidade de Shannon-Wiener:
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5
H = —Z pilnpi
=1

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

em que: S é o nimero de espécies, pi é a proporcao da espécie i,

individuos, biomassa) e N é o numero total de individuos. O perfil de diversidade
utilizando a série de Hill também foi calculada para cada area (HILL, 1973).

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

A comparacdo das comunidades fungicas entre os solos dos brejos de altitude foi
realizada por meio da Analise de Similaridade (ANOSIM), tendo a matriz de similaridade
Bray-Curtis sido representada graficamente. Valores de espécie indicadora de Dufréne &
Legendre (1997) foram calculados, sendo esse indice baseado na combinacéo de dados de
abundancia relativa e frequéncia de ocorréncia das espécies em uma determinada area. A
significancia do valor indicador (IndVal) para cada espécie foi avaliada utilizando o teste
de Monte Carlo, com 1000 permutacbes, e as espécies foram consideradas indicadoras
quando apresentaram p < 0,05 e IndVal maior ou igual a 40% (KUBOSOVA et al., 2010).
Curvas de acumulacdo de espécies também foram calculadas para cada area, o que
permitiu estimar a riqueza total de cada area através dos estimadores Chao 1 e Jacknife 1.
Para essas analises multivariadas, foi utilizado o programa Primer (CLARKE & GORLEY,
2006), enquanto as analises de variancia (ANOVA) e comparacdo de médias, pelo teste de
Tukey (p = 0,05), foram realizadas utilizando-se o programa Statistica (STATSOFT,
1997).

3.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA COAGULANTE DO LEITE

3.8.1 Preparo do inéculo

Uma cultura de cada espécie de Mucor isolada foi selecionada e utilizada para os
experimentos descritos nos itens 5.9 e 5.10 (Tabela 2). Inicialmente, cada uma das culturas
selecionadas foi repicada para tubos de ensaio contendo meio de cultura BDA, incubada a

30 °C, em estufa, por sete dias, até ocorrer a esporulagdo. Os esporos foram coletados com

a adicdo de solugéo salina 0,9% (p/v) e Tween 80 previamente esterilizados, fazendo-se a
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remoc¢do por agitacdo com auxilio de agitador magnético. Apo6s a coleta dos esporos, foi
realizada a contagem em camara de Newbauer para posterior inoculagdo no meio de
producdo. A concentragio minima de 10° esporos por mililitro foi a utilizada durante os

experimentos.

Tabela 2. Cepas de Mucor utilizadas para avaliacdo da producédo de proteases coagulantes.

Taxons NuUmero URM-Micoteca
Mucor circinatus 7774
M. circinelloides f. circinelloides 7770
M. circinelloides f. griseocyanus 7771
M. circinelloides f. janssenii 7880
M. circinelloides f. lusitanicus 7853
M. fragilis 7769
M. guilliermondii 7868
M. hiemalis 7881
M. inaequisporus 7871
M. indicus 7854
M. irregularis 7773
M. lanceolatus 7563
M. luteus 7772
M. septatum 7364
M. souzae 7553
Mucor sp. 1 7869
Mucor sp. 2 7870

3.9 MEIO DE PRODUCAO DE PROTEASE

Uma suspensao de esporos dos espécimes selecionados foi inoculada em frascos de
Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL de meio MS-2 para a producdo dos metabdlitos,
descrito por Porto et al. (1996), modificado, composto por: farinha de soja 4,0% (p/v),
K2HPO4 0,435% (p/v), NH4Cl 0,1% (p/v), MgSO4 0,06% e 0,1 mL de solucdo mineral
(100 mg de FeSO4, MnCl2, ZnSO4 e CaCl2 em 10 mL de agua destilada com pH inicial
7.0). Os frascos de Erlenmeyer contendo a suspensédo de esporos em meio de cultura foram
incubados em agitador orbital por 96 horas, a 120 rpm, a 28 °C. Apds as 96 horas, 0
contetdo dos frascos foi filtrado com papel filtro Whatman n°.1 e o extrato bruto
enzimatico obtido foi estocado em tubos falcon e eppendorfs e mantidos a -20 °C até a

utilizacdo para as analises seguintes.
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3.10 ATIVIDADE PROTEOLITICA

A determinacdo da atividade das proteases do extrato bruto das cepas selecionadas
foi realizada de acordo com Leighton et al. (1973), modificado, em mistura de reagéo
contendo 100 pL de azocaseina (1,0% p/v em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,6) e 60 ul do
extrato enzimatico. Essa mistura foi incubada por 1 hora no escuro a temperatura ambiente
(28 £ 1 °C). Em seguida, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 480 ul de acido
tricloroacético (TCA) 10% p/v, centrifugada por 5 minutos a 8000 rpm a 4 °C.
Posteriormente, 320 uL do sobrenadante foram pipetados e adicionados a 560 pL de

hidroxido de sodio (NaOH) 1M, finalizando com leitura em espectrofotometro a 440 nm.

3.11 QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS TOTAIS

As dosagens das proteinas totais contidas nos extratos brutos das cepas
selecionadas foram realizadas segundo o método de Bradford (1976), modificado, que
utiliza o corante “Coomassie Brilhant Blue” que detecta quantidades minimas de proteinas
em liquidos bioldgicos. A curva de calibracdo foi realizada a partir de solucdes estoque de
soro albumina bovina (BSA) numa gama de concentracdo de 25-1000 mg/mL. Em seguida,
a determinacéo da atividade proteolitica total foi realizada através da mistura de 50 pL da
amostra com 1500 pL do reagente de Bradford, em triplicata, e a leitura feita em
espectrofotdometro a 595 nm. As dosagens de proteina foram expressas em mg/mL™* de
amostra.

O calculo para atividade especifica foi realizado considerando a razdo entre a
atividade total enzimatica (U.mL™) e proteina total (mg.mL™).

3.12 ATIVIDADE DA PROTEASE COMO COAGULANTE DO LEITE

Atividade coagulante do leite (ACL) foi medida seguindo o procedimento descrito
pela Federagdo Internacional de Laticinios (IDF), adaptado. O leite desnatado em po foi
dissolvido a 10% em 100 mL de uma solucdo de CaCl, 0,01M (pH 6,5). Em frascos de
penicilina, 5 mL solucdo contendo leite desnatado na presenca de CaCl» foi pré-aquecida
em banho-maria a 35 °C, durante 10 min. Apds esse tempo, 0 ensaio de coagulacao foi
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realizado pela adigdo de 500 pL do extrato bruto enzimatico aos 5 mL deste substrato. O
ensaio branco foi preparado contendo apenas a solugdo de leite na presenca de CaCls.
Exatamente apds a juncdo da solucdo de leite e do extrato enzimatico, foi iniciada a
contagem do tempo de formacédo dos primeiros coagulos e a atividade de coagulacao foi
expressa em International Milk-Clotting Units (IMCU).mL™* (IDF, 1992), utilizando-se
formula 400 x t1, em que “t” é o tempo necessario para formacio dos primeiros coagulos

na solucao de leite.

3.13 ESTABILIDADE DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Para mensurar o melhor pH, a atividade de coagulacéo do leite foi determinada a 35
°C, em diferentes valores de pH, utilizando as seguintes solucdes tampéo a 0,2 M: acetato
(pHs 5,5 e 6,0); Tris-HCI (6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) e glicina-NaOH (8,0; 8,5 e 9,0). A
atividade proteolitica foi determinada a 35 °C, em diferentes valores de pH, utilizando as
seguintes solugdes tampdo a 0,2 M: acetato (pHs 5,5 e 6,0); Tris-HCI (6,0; 6,5; 7,0; 7,5 ¢
8,0) e glicina-NaOH (8,0; 8,5 e 9,0). A temperatura ideal para ambas as atividades foi
determinada através da incubacdo da mistura da reacdo em diferentes temperaturas,
variando entre 30 e 75 °C, com intervalos de 5 °C, e ensaio da atividade com o pH
determinado como 6timo.

Para a avaliacdo da estabilidade do pH, a enzima foi dispersa (1:1) nas seguintes
solucdes tampado a 0,2 M: acetato (pHs 5,5 e 6,0); Tris-HCI (6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) e
glicina-NaOH (8,0; 8,5 e 9,0), e mantida a 25 °C, por 1 hora. Posteriormente, a atividade
proteolitica foi determinada em condi¢des Otimas de pH e temperatura. A estabilidade
térmica foi testada pela incubagdo da enzima em diferentes temperaturas, entre 35-75 °C,
com intervalos de 5 °C, durante 1 hora. Posteriormente, residuos de coagulagdo do leite e

as atividades proteoliticas foram determinados em condi¢des 0timas de pH e temperatura.
3.14 EFEITO DA CONCENTRACAO DE CaCl, NA COAGULACAO DO LEITE
O efeito da concentragdo de CaCl> na coagulagdo do leite foi determinada de

acordo com o item 6, mas se utilizando concentracGes crescentes de solugédo de cloreto de
calcio (0; 0,001; 0,005; 0,01; 0,015 e 0,020 M). O resultado foi expresso em atividade
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relativa (%), sendo a atividade referéncia (100%) o melhor resultado obtido no ensaio.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos em

média + desvio padrao (DP).

4 RESULTADOS

4.1 MUCOROMYCETA ISOLADOS DE SOLO DOS BREJOS DE ALTITUDE

Do solo dos brejos de altitude visitados, foram isolados 45 téxons de
Mucoromyceta (8,84 x 10* UFC.g! de solo), pertencentes aos géneros Absidia,
Actinomucor, Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia, Mortierella,
Mucor, Rhizopus, Syncephalastrum e Umbelopsis. Do solo do brejo da Serra do Bituri,
foram isolados 28 taxons de Absidia, Backusella, Cunninghamella, Gongronella,
Mortierella, Mucor, Rhizopus e Umbelopsis. Do solo do brejo de Taquaritinga do Norte,
28 taxons de Absidia, Actinomucor, Backusella, Cunninghamella, Gongronella,
Mortierella, Mucor e Rhizopus foram identificados, enquanto 19 taxons de Absidia,
Actinomucor, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia, Mortierella, Mucor, Rhizopus e
Syncephalastrum foram obtidos dos solos do brejo do Sitio Carro Quebrado, Triunfo
(Tabela 3).

Considerando os trés brejos de altitude, Mucor foi 0o género com maior numero de
taxons registrados (17; 38% dos taxons), sequido por Cunninghamella (sete; 16%), Absidia
(cinco; 11%) e Backusella (quatro; 9%). Para Gongronella e Mortierella, trés espécies
(7%) de cada género foram reportadas, enquanto duas espécies de Rhizopus (4%) foram
isoladas. Actinomucor, Lichtheimia, Syncephalastrum e Umbelopsis foram representados

por uma unica espécie (2%) para cada género (Figura 8).

Figura 8. Porcentagem dos géneros, em relagdo ao nimero de espécies, de Mucoromyceta presentes no solo
dos Brejos da Serra do Bituri (BSB), Taquaritinga do Norte (TAQ) e Sitio Carro Quebrado (SCQ).


http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=416447
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O solo do brejo de Taquaritinga do Norte apresentou maiores valores de unidades
formadoras de colonia de Mucoromyceta por grama de solo (4,4 x 10*de UFC.g™ de solo),
seguindo por Brejo da Serra do Bituri (3,2 x 10* g de solo) e do Sitio Carro Quebrado
(1,78 x 10* g de solo) (Tabela 2). No solo do Brejo da Serra do Bituri, Gongronella
butleri apresentou maior nimero de UFC.g? de solo (8,8 x 10%), seguida por C.
bertholletiae (6,6 x 10% e Absidia sp. 1 (8,8 x 10%) (Tabela 3), enquanto do solo de
Taquaritinga do Norte, as espécies que apresentaram os maiores valores de UFC.g* de solo
foram Absidia sp. 1 (10,6 x 10%), Gongronella butleri (8 x 10%) e C. bertholletiae (5,4 x
10%). Do solo inventariado do brejo do Sitio Carro Quebrado, A. cylindrospora var.
cylindrospora (3,8 x 10%), A. caatinguensis (3 x 10%) e Actinomucor elegans (3 x 10°)

foram as espécies com maior niimero de UFC.g de solo (Tabela 2).

Tabela 3. Nimero de unidades formadoras de col6nia por grama de solo (UFC.g?) de Mucoromyceta nos
brejos da Serra do Bituri (BSB), Taquaritinga do Norte (TAQ) e Sitio Carro Quebrado (SCQ).
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Areas

Mucoromyceta

BSB TAQ SCQ Total
Absidia sp. 1 32x10° 10,6 x10° 1x10° 14,8 x 103
Absidia sp. 2 8 x 10? 4 x 10? - 1,2x10°
A. caatinguensis D.X. Lima & A.L. Santiago 4x102 52x10° 3x10®  8,6x10°
A. cylindrospora var. cylindrospora Hagem 4 x 10? 6x102 38x10° 4,8x10°
A. pseudocylindrospora Hesselt. & J.J. Ellis 4 x 102 - - 4 %102
Actinomucor elegans (Eidam) C.R. Benj. & Hesselt. - 2x102 22x10° 24x10°
Backusella sp. 1 1,2x10°  2x10? - 1,4 x 108
gér?tc;g;gicta D.X. Lima, C.A.F. de Souza & A.L. 4 x 102 2 % 102 i 6 x 102
B. gigacellularis J.I. Souza, Pires-Zottar. & Harakava - 2 %102 - 2 %102
B. lamprospora (Lendn.) Benny & R.K. Benj. 2 %108 8 x 102 - 1x10°
Cunninghamella bertholletiae Stadel 6,6 x10° 54x10° 12x10%® 13,2x10°
C. clavata R.Y. Zheng & G.Q. Chen 8 x 10? - - 8 x 102
ghgﬁglgjgtg .vgrheintarctlca (Caretta & Piont.) R.Y. 8 x 102 ) ) 8 x 102
(éie;alf:sllr;lélata var. echinulata (Thaxt.) Thaxt. ex 8 x 102 4 x 102 8 x 102 2 % 10°
g..gc.:rgﬂg:]ata var. verticillata (F.S. Paine) R.Y. Zheng & ) ) 4 % 102 4 % 102
C. elegans Lendn. 4 x 102 - - 4 x 102
g(.)lgj];gacellularis A.L. Santiago, C.L. Lima & C.A.F. de 2 % 102 i i 2 % 102
Gongronella sp. 1 2x102 16x10° - 1,8 x 10°
(Saénbtir:;i)liensis C.AF. de Souza, D.X. Lima & A.L. 8 x 102 8 x 102 2 % 102 1.8 x 10°
G. butleri (Lendn.) Peyronel & Dal Vesco 8,8x10° 8x10° 1,4x10° 18,2 x 10°
Lichtheimia corymbifera (Cohn) Vuill. - 2 x 102 2 x 102
Mortierella sp. 1 - 8 x 102 8 x 102 1,6 x 10°
Mortierella sp. 2 - 6 x 102 - 6 x 102
M. turficola Y. Ling 2 x 102 6 x 102 - 8 x 102
Mucor sp. 1 - 6 x 102 - 6 x 102
Mucor sp. 2 - 4 x 10? - 4 x 102
M. circinatus D.X. Lima, G. Walther & A.L. Santiago - 4 x 102 - 4 x 10?
M. circinelloides f. circinelloides Tiegh. 4 x 10? 6 x 102 2 %102 1,2 x 108
M. circinelloides f. griseocyanus (Hagem) Schipper 4 x 10? 2 %102 - 6 x 102
M. circinelloides f. janssenii (Lendn.) Schipper 6 x 10? - - 6 x 102
M. circinelloides f. lusitanicus (Bruderl.) Schipper 4 x 10? 2 %102 - 6 x 102
M. fragilis Bainier - 2 x 102 - 2 %102
M. guilliermondii Nadson & Filippov 2 x 102 - - 2 %102
M. hiemalis Wehmer 2 %102 - - 2 x 102
M. inaequisporus Dade - 2 x 102 - 2 %102
M. indicus Lendn. - 2 %102 - 2 x 102
M. irregularis Stchigel, Cano, Guarro & E. Alvarez - 2 %102 2 %102 4 x 102
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M. lanceolatus Hermet - - 2 x 102 2 x 102
M. luteus Linnem. 2 x 102 - 4 x 10? 6 x 102
gﬂénstciagéitum C.A. de Souza, T.R. Cordeiro & A.L. 2 x 102 i i 2 x 102
M. souzae C.A. de Souza, D.X. Lima & A.L. Santiago - - 2 x 102 2 x 102
Rhizopus arrhizus var. arrhizus A. Fisch. - - 6 x 102 6 x 102
R. stolonifer (Ehrenb.) Vuill. 6 x 102 1x10° 8 x 10? 2,4 x 103
Syncephalastrum racemosum Cohn ex J. Schrot. - - 2 x10? 2 x 102
Umbelopsis ramanniana (Méller) W. Gams 2 x 107 - - 2 x 102
Total 32x10* 4,4x10* 1,78x10* 8,84x10
Riqueza de espécies 28 28 19

BSB = Brejo da Serra do Bituri; TAQ = Taquaritinga do Norte; SCQ = Sitio Carro Quebrado.

Dentre os isolados, G. butleri apresentou a maior frequéncia de ocorréncia (Fi =
22,2%), seguida por Absidia sp. 1 (19,8%,) e C. bertholletiae (19,8%) (Tabela 3).
Gongronella butleri, Absidia sp. 1, A. caatinguensis e C. bertholletiae foram muito
frequentes nos solos estudados, enquanto A. cylindrospora var. cylindrospora foi
frequente. Absidia sp. 2, A. elegans, Backusella sp.1, B. constricta, B. lamprospora, C.
echinulata var. antarctica, C. echinulata var. echinulata, Gongronella sp. 1, G.
brasiliensis, Mortierella sp. 1, Mortierella sp. 2, M. turficola, M. circinelloides f.
circinelloides, M. circinelloides f. griseocyanus, M. circinelloides f. janssenii, M.
circinelloides f. lusitanicus, M. luteus, R. arrhizus var. arrhizus e R. stolonifer foram pouco
frequentes. As demais espécies foram raras nos solos dos brejos (Tabela 4).

Em relacdo a abundéncia relativa, a maioria dos taxons isolados foi classificado
como raros. Apenas G. butleri (AR = 20,8%), Absidia sp. 1 (16,7%), A. caatinguensis
(0,7%) e C. bertholletiae (16,7%) foram abundantes, enquanto A. elegans (2,7%), B.
lamprospora (3,1%), C. echinulata var. echinulata (2,2%), Gongronella sp. 1 (2,2%), G.
brasiliensis (2,0%), Mortierella sp. 1 (1,8%) e R. stolonifer (2,5%) foram ocasionais nos

solos estudados.

Tabela 4. Frequéncia de ocorréncia (Fi %) e abundancia relativa (AR %) de Mucoromyceta no solo dos
brejos de altitude da Serra do Bituri, Taquaritinga do Norte e Sitio Carro Quebrado, PE.

Mucoromyceta Fi Classificagédo AR Classificagéo
Absidia sp.1 19,8% MF 16,7% A
Absidia sp.2 1,5% PF 0,9% R
A. caatinguensis 13,0% MF 9,7% A
A. cylindrospora var. 7.5% = 5,4% c

cylindrospora
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Para abundancia relativa das espécies: R - raras (<1,5%), O - ocasionais (1,5-3,5%), C - comuns (>3,5-6,5%),
A - abundantes (>6,5%). Para frequéncia de ocorréncia das espécies: MF - muito frequente, F — frequente, PF

— pouco frequente e R — rara.

Utilizando a definicdo de espécie indicadora de Dufréne & Legendre (1997), sete
tdxons de Mucoromyceta foram detectados como indicadores de ecossistemas de brejos de
altitude especificos, sendo trés indicadores do brejo do Sitio Carro Quebrado (A.
cylindrospora var. cylindrospora, A. elegans e R. arrhizus var. arrhizus), dois do brejo
Taquaritinga do Norte (Absidia sp.1 e Gongronella sp. 1) e dois do Brejo da Serra do
Bituri (Backusella sp.1 e C. echinulata var. antarctica) (Tabela 5).

Tabela 5. Valores de indicacdo (VI) e grupo indicado no solo dos brejos da Serra do Bituri, (BSB),
Taquaritinga do Norte (TAQ) e Sitio Carro Quebrado (SCQ), PE.

Espécie indicadora

Mucoromyceta Grupo VI (%) D

Absidia sp.1 TAQ 71,1% 0,00
Absidia sp.2 BSB 35,5% 0,08
A. caatinguensis TAQ/SCQ 61,4% 0,01
A. cylindrospora var. cylindrospora SCQ 49,4% 0,01
A. Pseudocylindrospora BSB 26,7% 0,33
Actinomucor elegans SCQ 37,5% 0,03
Backusella sp.1 BSB 39,1% 0,03
B. constricta SCQ 23,9% 0,55
B. gigacellularis TAQ 18,8% 1,00
B. lamprospora TAQ/BSB 40,0% 0,07
Cunninghamella bertholletiae TAQ/BSB 63,0% 0,01
C. clavata BSB 26,7% 0,33
C. echinulata var. antarctica BSB 37,7% 0,03
C. echinulata var. echinulata BSB/SCQ 35,1% 0,49
C. echinulata var. verticillata SCQ 18,8% 1,00
C. elegans BSB 18,8% 1,00
C. gigacellularis BSB 18,8% 1,00
Gongronella sp.1 TAQ 38,9% 0,03
G. brasiliensis TAQ/BSB 34,8% 0,32
G. butleri TAQ/BSB 70,1% 0,00
Lichtheimia corymbifera SCQ 26,7% 0,33
Mortierella sp.1 TAQ 18,8% 1,00
Mortierella sp.2 TAQ 32,7% 0,10
M. turficola BSB 26,7% 0,33

Mucor sp.1 TAQ 32,7% 0,10
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Mucor sp.2 TAQ 18,8% 1,00
M. circinatus TAQ 18,8% 1,00
M. circinelloides f. circinelloides TAQ/BSB/SCQ 24,3% 0,32
M. circinelloides f. griseocyanus TAQ/BSB 18,8% 1,00
M. circinelloides f. janssenii BSB 31,2% 0,23
M. circinelloides f. lusitanicus BSB 26,7% 0,31
M. fragilis BSB 18,8% 1,00
M. guilliermondii BSB 18,8% 1,00
M. hiemalis TAQ 18,8% 1,00
M. inaequisporus TAQ 18,8% 1,00
M. indicus BSB 18,8% 1,00
M. irregularis BSB 18,8% 1,00
M. lanceolatus SCQ 18,8% 1,00
M. luteus BSB/SCQ 23,1% 0,76
M. septatum BSB 18,8% 1,00
M. souzae SCQ 18,8% 1,00
Rhizopus arrhizus var. arrhizus SCQ 37,7% 0,02
R. stolonifer TAQ/BSB/SCQ 36,1% 0,12
Syncephalastrum racemosum SCQ 18,8% 1,00
Umbelopsis ramanniana BSB 18,8% 1,00

As espécies em negrito séo indicadoras. p<0,05 (significancia para permutacdo de Monte Carlo).

A diversidade dos Mucoromyceta foi maior no solo do brejo da Serra do Bituri (H’
= 2, 763), enquanto maiores riquezas de espécies foram observadas no solo do brejo de
Taquaritinga do Norte e da Serra do Bituri (S = 28), embora a diversidade de espécies
tenha sido um pouco mais elevada no solo do Sitio Carro Quebrado (H” = 2, 567), em
relacdo ao observada no solo de Taquaritinga do Norte (H’ = 2, 561). A riqueza e a
diversidade de espécies de Mucoromyceta no solo do brejo do Sitio Carro Quebrado
diferiram, significativamente, das dos solos dos demais brejos inventariados, que nao
diferiram entre si (Tabela 6).

A equitabilidade entre os solos dos brejos de altitude foi similar, excetuando-se o
brejo de Taquaritinga do Norte, que apresentou indices um pouco menores. O estimador
Chao 1 apontou que a riqueza esperada foi alcancada nos brejos Serra do Bituri e do Sitio
Carro Quebrado, o0 mesmo nédo ocorrendo nos solos do brejo de Taquaritinga do Norte,
cujos indices foram menores do que o esperado. Quanto a riqueza estimada por Jacknife 1,
os indices indicaram, em todos 0s brejos, que a riqueza observada foi inferior a esperada
(Tabela 7 e Figuras 9, 10 e 11).
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Tabela 6. Riqueza (S), indice de diversidade de Shannon Wiener (H’), equitabilidade de Pielou’s ¢ indice de
Margalef das comunidades dos Mucoromyceta no solo dos brejos da Serra do Bituri (BSB), Taquaritinga do
Norte (TAQ) e Sitio Carro Quebrado (SCQ).

Areas de estudo S H' J

BSB 28a 2,763a 0,8292
TAQ 28a 2,561a 0,7684
SCQ 19b 2,567b 0,8719

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

Tabela 7. Riquezas observada (Sobs) e estimada pelos estimadores Chao 1 e Jacknife 1 das comunidades dos
Mucoromyceta nos brejos da Serra do Bituri (BSB), Taquaritinga do Norte (TAQ) e Sitio Carro Quebrado

(SCQ).

Areas de estudo (Sobs) Chao 1 Jacknife 1
BSB 28 41 41,5
TAQ 28 28 37,64 (+9,64)
SCQ 19 19 25,75 (16,75)

Figura 9. Estimadores de riqueza Chao 1 e Jacknife 1 dos Mucoromyceta no solo de Brejo da Serra do
Bituri.
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Figura 10. Estimadores de riqueza Chao 1 e Jacknife 1 dos Mucoromyceta no solo do brejo de Taquaritinga
do Norte.
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Figura 11. Estimadores de riqueza Chao 1 e Jacknife 1 dos Mucoromyceta no solo do brejo Sitio Carro

Quebrado.
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Quanto ao perfil de diversidade dos Mucoromyceta nos solos inventariados, usando

a Série de Hill, o brejo Sitio Carro Quebrado apresentou uma comunidade tendendo para a

equitabilidade, com distribuicdo mais homogénea das espécies, enquanto as comunidades

dos outros dois brejos apresentaram indices mais préximos da dominancia, com espécies

dominantes mais evidentes (Figura 12).
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Figura 12. Perfil de diversidade da série de Hill dos Mucoromyceta dos brejos da Serra do Bituri (BSB),
Taquaritinga do Norte (TAQ) e Sitio Carro Quebrado (SCQ).
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A analise de similaridade de Bray-Curtis evidenciou maior similaridade da
composicdo de Mucoromyceta entre os solos dos brejos de Taquaritinga do Norte e da
Serra do Bituri (59,37%), seguida pelos solos de Taquaritinga do Norte e Sitio Carro
Quebrado (39,46%). A menor similaridade foi verificada entre as comunidades dos solos
dos brejos Sitio Carro Quebrado e da Serra do Bituri (34,59%) (Tabela 8 e Figura 13). Os
diferentes brejos de altitude foram analisados estatisticamente quanto a similaridade pela
ANOSIM, que indicou que todos os brejos diferiram entre si quanto a abundancia e
frequéncia dos Mucoromyceta. Entretanto, ndo houve diferencas significativas entre a
composi¢do das comunidades no solo dos brejos inventariados (Rgiobar = 0,177, p<0,001)
(Tabela 9).

Tabela 8. Andlise de similaridade de Bray-Curtis da composi¢do dos Mucoromyceta entre solos dos brejos
da Serra do Bituri (BSB), Taquaritinga do Norte (TAQ) e Sitio Carro Quebrado (SCQ).

SCQ TAQ BSB

SCQ - - -
TAQ 39,46% - .

BSB 34,59% 59,37% -
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Figura 13. Dendograma de Similaridade de Bray-Curtis entre os brejos da Serra do Bituri (BSB),
Taquaritinga do Norte (TAQ) e Sitio Carro Quebrado (SCQ).
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Fonte: de Souza, C.A.F.

Tabela 9. Andlise de similaridade (ANOSIM) entre solos dos brejos da Serra do Bituri (BSB), Taquaritinga
do Norte (TAQ) e Sitio Carro Quebrado (SCQ).

Brejos R p

TAQ, BSB 0,113 <0,001***
TAQ, SCQ 0,199 <0,001***
BSB, SCQ 0,226 <0,001***

***: Significativo a 0,01% de probabilidade.

4.2 TAXONOMIA

4.2.1 Gongronella brasiliensis C.A.F. de Souza, D.X. Lima & A.L Santiago, sp. nov.
(Figura 14)

COLONIAS cotonosas, brancas, baixas, exibindo crescimento lento (6 cm diam. e 1-2 mm
de altura) depois de 7 dias, a 25 °C, em AEM. Reverso creme, com margens irregulares.

RIZOIDES frequentes, hialinos, levemente ramificados, curtos ou longos, até 45 pm de
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comprimento. ESTOLOES presentes, 2-6 um em diam., hialinos, em maioria cenociticos,
embora alguns septos possam ser observados quando as col6nias estdo velhas. Inodoro.
ESPORANGIOFOROS eretos ou levemente recurvados, com parede lisa, hialinos, 26,5—
320 x 2,5-5 um; solitarios, surgindo de estolGes, ou em verticilos de dois, muitas vezes
com um Unico ramo, predominantemente terminando em um esporangio, enquanto 0s que
emergem diretamente dos micélios aéreos se ramificam repetidamente. Alguns ramos
terminam em um esporangio estéril, globoso, 5-17 um de didam. Um ou dois septos podem
se formar abaixo da apofise. ESPORANGIOS inicialmente amarelos, posteriormente,
tornando-se castanhos claros, globosos, subglobosos, 9,5-30 um de diam., com parede lisa.
COLUMELAS hialinas para cinzas claras, parede lisa, globosas, subglobosas, (3-) 4-8 (-
9) um didm. ou cénico-cilindricas, 1,5-2,5 x 2-3 um, algumas tdo pequenas que sdo quase
imperceptiveis, até 1 um de diam., algumas com colar evidente. APOFISES hialinas,
parede lisa, varidveis em forma, globosas, (3-) 4-5 (-6) um diam., em forma de vaso, (3-)
4 x 12 (-14,5) um e elipsoidais, 5-10 (-12) x 3-7 (-8,5) um. ESPORANGIOSPOROS
hialinos, com parede lisa, alguns contendo goticulas de 6leo, reniformes, 1,5-4 x 1,5-2,5
pum, elipsoides para fusiformes, 2-6,5 x 1,5-3 um, elipsoides com uma extremidade
achatada, alguns quase falciformes, 2,5-7,5 x 1,5-4. CLAMIDOSPOROS presentes no
micélio aéreo, globosos, subglobosos e doliformes. CELULAS GIGANTES globosas,
subglobosas, ovoides, algumas semelhantes as hifas e irregularmente inchadas, até 48 um
de didm. ZIGOSPOROS nao observados.

Material examinado: Brasil. Pernambuco: brejo de Taquaritinga do Norte, Taquaritinga
do Norte (7°52'28"S 35°59'25"W), em amostras de solo. (5 nov 2015) C.A.F. de Souza.
URM 7487 (hol6tipo).

GenBank — ITS: KY114930; KY114931; Index Fungorum — IF 552552.

Etimologia: O epiteto especifico (brasiliensis) refere-se ao pais onde a especie foi isolada

pela primeira vez.

Influéncia de temperatura: em AEM, 10 °C — auséncia de crescimento; 15 °C —
crescimento lento (3,6 cm em diam., apos 192 h) e esporulacdo pobre; 20 °C - colonias

baixas (1-2 mm em 168 h) e crescimento lento (4,3 cm em 168 h); boa esporulagado.
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Esporangioforos  frequentemente  apresentando ramificagdes simples, raramente
ramificados. Clamidosporos globosos a subglobosos e células gigantes ausentes. 25 °C -
colbnias baixas (1-2 mm em 168 h), melhor crescimento (6 cm em 168 h) e excelente
esporulacdo. 30 °C - bom crescimento (5,6 cm em 168 h); excelente esporulacdo. O
crescimento de G. brasiliensis em BDA foi ligeiramente mais lento do que em AEM em

todas as temperaturas testadas.

Habitat: Solo.

Distribuigdo: Taquaritinga do Norte, Pernambuco (Brasil).

Notas: Gongronella brasiliensis produz apofises elipticas e columelas globosas,
subglobosas ou conico-cilindricas, algumas tdo pequenas que sdo quase imperceptiveis.
Além disso, esse é o primeiro relato da producéo de células gigantes por uma espécie de

Gongronella.

De acordo com as anélises filogenéticas (ITS rDNA), G. brasiliensis difere das outras

espécies do género e é mais proxima de G. butleri (Figura 15).
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Figura 14. Gongronella brasiliensis. a-c: esporangi6foros com apo6fises e esporéngios de varias formas; d:
ramificacdo do esporangiéforo com apofise, esporangio e columela; e: esporangiéforo ramificado com dois
septos (setas) e apdfise com uma pequena columela; f: esporangiéforo simples com apéfise e columela; g:
esporangiéforo simples com apofise e columela inconspicua com colar (seta); h: células gigantes; i:
esporangiosporos. Barras de escala a, b, d =25 pum; c, e-i =20 pm.
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Figura 15. Arvore filogenética de Gongronella construida utilizando as sequéncias de ITS do rDNA As
sequéncias estdo rotuladas com os respectivos nimeros de acesso ao GenBank. Os valores de suporte sdo da
inferéncia Bayesiana e das andlises de Maxima Verossimilhanca (valores acima e abaixo dos ramos,
respectivamente). As sequéncias obtidas neste estudo estdo em azul.

Gongronella lacrispora ATCC 24412

- G. butleri CBS 216.58

°-g; G. butleri CBS 415.67

G. butleri CBS 102.44

G. brasiliensis URM 7487

0.99]
100

G. brasiliensis URM 7488

— G. koreana EML-TS2Bp-2

059 ¥
0.62 //‘
51 G. koreana EML-TS2Bp
092 ¥ |
70
G. guangdongensis LC 1994
0.83 %

G. guangdongensis LC 1995
0.1

Fonte: de Souza, C.A.F.
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4.2.2 Mucor souzae C.A.F. de Souza, D.X. Lima & AL Santiago, sp. nov. (Figura 16)

COLONIAS brancas, tornando-se amarelas devido a presenca de numerosas goticulas de
oleo citoplasmaticas, aspecto sedoso e rapido crescimento (9 cm diam e 0,5 cm de altura,
em 96 h), a 25 °C, em AEM. Reverso amarelo com margens irregulares. Micelios
apresentando dilatagdes, hifas semelhantes a rizoides, com inchagos distribuidos
aleatoriamente, globosos, subglobosos e doliformes, 12,5-22 um didm. Odor &cido, forte e
desagradavel. ESPORANGIOFOROS surgindo do micélio aéreo, simples ou
repetidamente simpodialmente ramificados, com longas e curtas ramificagOes, eretos,
alguns levemente curvados, de parede lisa, e hialinos, (3-) 5-11 (-12,5) um diam. Em
alguns casos, a distancia entre o esporangio e o proximo ramo lateral é as vezes reduzida,
de modo que alguns esporangios parecem ser seésseis. Um ou dois septos podem ser
formados abaixo do esporangio, principalmente nos que apresentam ramificagdes curtas.
ESPORANGIOS inicialmente amarelos tornando-se amarelos & castanhos claros, globosos,
subglobosos, 30-50 um diam., de parede lisa a levemente equinulada, alguns deixando um
pequeno colar. COLUMELAS hialinas a cinzas claras, parede lisa, globosas, subglobosas,
15-35 pum diam ou aplanadas, 12-25 um x 15-25 um, algumas vezes com colar evidente.
ESPORANGIOSPOROS varidveis em tamanho e forma, hialinos, de parede lisa,
principalmente elipsoides, (6-) 7,5-20 x 4,5-7 (—10) um, elipsoides para fusoides, 2,5-7,5
x 1,5-2,5 um, reniformes, 6-15 x 3,5-7,5 um, alguns com formas irregulares, 7,5-22 x 5-

10 pm. Oidios frequentemente observados. ZIGOSPOROS néo observados.

Material examinado: Brasil. Pernambuco: Brejo do Sitio Carro Quebrado, Triunfo
(7°52'19,42"S 38°06'07"W), em amostras de solo. (6 nov 2015) C.A.F. de Souza. URM
91186 (hol6tipo), cultura ex-tipo URM 7553.

GenBank — ITS: KY992878; LSU: KY992879; MycoBank — MB824580; Index Fungorum
— IF 824580.

Etimologia: O epiteto especifico (souzae) homenageia o Dr. José lvanildo de Souza, por

suas importantes contribui¢des para o conhecimento dos fungos mucoraceos no Brasil.
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Influéncia de temperatura: em AEM, 10 °C — auséncia de crescimento e esporulacdo; 12
°C — crescimento limitado (3,1 cm didm., apds 96 h), esporulacdo pobre; 15 °C —
crescimento lento (4,5 cm em didm., apés 120 h), pobre esporulacdo; 20 °C — bom
crescimento (7,5 cm didm. em 96 h), excelente esporulacdo. Esporangioforos
principalmente com ramificagdes simples; 25 °C — melhor crescimento (9 cm didm. em 72
h), excelente esporulacdo; 30 °C — bom crescimento (7 cm diam. em 72 h), boa
esporulacdo; 35 °C — crescimento limitado (0,8 cm diam. apds 96 h), pobre esporulacédo. 40
°C — auséncia de crescimento e esporulacdo. O crescimento de M. souzae em BDA foi

levemente mais lento do que em AEM em todas as temperaturas testadas.

Habitat: Solo.

Distribuigdo: Triunfo, Pernambuco (Brasil).

Notas: Mucor souzae produz esporangioforos surgindo do micélio aéreo, simples ou
repetidamente simpodialmente ramificados, com ramificacBes longas ou curtas e
esporangiosporos que sao variaveis em forma e tamanho. Um ou dois septos podem ser

formados abaixo do esporangio.

Com base nas relacdes filogenéticas inferidas a partir das regifes LSU e ITS rDNA, M.
souzae difere das outras espécies do género (Figuras 17 e 18). Na arvore da regido ITS, M.

souzae formou um clado separado entre M. nidicola e M. irregularis.
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Figura 16. Mucor souzae. a: verso da col6nia apés cinco dias a 25 °C em AEM; b: esporangiéforos
simpodialmente ramificados com columela; c: esporangiéforos ramificados com columelas; d:
esporangidforo simples com esporangio; e: esporangiéforo simples com columela; f: esporangioforo simples
com columela; g: goticulas de 6leo citoplasmaticos no micélio; h: esporangiosporos e oidios.

Fonte: de Souza, C.A.F.
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Figura 17. Arvore filogenética de Mucoraceae construida utilizando as sequéncias de LSU do rDNA.
Mortierella parvispora, Backusella lamprospora, B. grandis, Rhizopus microsporus e Actinomucor elegans
foram utilizados como grupo externo. As sequéncias estdo rotuladas com os respectivos nimeros de acesso
ao GenBank. Os valores de suporte sdo da inferéncia Bayesiana e das analises de Maxima Verossimilhanga
(valores acima e abaixo dos ramos, respectivamente). A sequéncia obtida neste estudo esta em azul.

Mortierella parvispora CBS 311.52
s Backusella lamprospora CBS 118.08
oL Backusella grandis CBS 186.87 T
Rhizopus microsporus CBS 536.80 NT
’H Actinomucor elegans CBS 117.697 NT
Actinomucor elegans CBS 100.09
Mucor laxorrhizus CBS 143.85 NT
Mucor exponens CBS 141.20 NT
Mucor fuscus CBS 282.78
Mucor lanceolatus CBS 638.74
Mucor odoratus CBS 130.41T
Mucor zychae var. zychae CBS 416.67 T
Mucor amphibiorum CBS 763.74 T
Mucor ucrainicus CBS 674.88
Mucor falcatus CBS 251.35 HT
Mucor indicus CBS 226.29 T
Mucor variisporus CBS 837.70 T
Mucor caatinguensis URM 7322 T
Mucor caatinguensis URM 7322
Mucor caatinguensis URM 7322
Mucor nederlandicus CBS 735.70
Mucor inaequisporus CBS 255.36 T
Mucor inaequisporus CBS 496.66
Mucor inaequisporus CBS 351.50
Mucor ardhlaengiktus CBS 650.78
Mucor ardhlaengiktus CBS 210.80
Mucor prayagensis CBS 816.70
Mucor azygosporus CBS 292.63
Mucor prayagensis CBS 652.78
|~ Mucor luteus CBS 243.35T
Mucor bacilliformis CBS 251.53
104 | Mucor japonicus CBS 154,69 NT
Mucor fusiformis CBS 336.68 HT
Mucor endophyticus CBS 385.95 HT
Mucor corticola CBS 362.68
Mucor hiemalis CBS 201.65 NT
an—T11 Mucor souzae URM 7553
Mucor merdicola URM 7223 T
N H Mucor irregularis CBS 700.71
Mucor irregularis CBS 700.71
Mucor irregularis CBS 100.164
 Mucor moelleri CBS 44465
Mucor parviseptatus CBS 417.77
Mucor zonatus CBS 148.69
Mucor genevensis CBS 114.08
Mucor genevensis CBS 535.78
Mucor plumbeus CBS 634.74
Mucor racemosus CBS 260.68 NT
Mucor racemosus CBS 115.08
Mucor circinelloides CBS 124.110

N\

Mucor circinelloides CBS 635.65
Mucor bainieri CBS 293.63
Mucor circinelloides f. janssenii CBS 762.74

Mucor circinelloides {. circinelloides CBS 195.68 NT
Mucor circinelloides f. circinelloides CBS 108.16
Mucor racemosus CBS 111.228
Mucor circinelloides . gri: CBS 116.08

Mucor ramosissimus CBS 135.65 NT

Mucor flavus CBS 182.90

A% ke Mucor saturninus CBS 974,68 NT

I'i Mucor flavus CBS 234.35 NT
Mucor flavus CBS 126.70 T

wel § Mucor minutus CBS 586.67 T

Mucor flavus CBS 681.73

Mucor flavus CBS 992.68

Mucor plasmaticus CBS 275.49
Mucor mucedo CBS 640.67 NT
W Mucor mucedo CBS 987 .68

Mucor strictus CBS 100.66 T
Mucor piriformis CBS 527.68
Mucor piriformis CBS 169.25 NT

SOl
Change

Fonte: de Souza, C.A.F.
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Figura 18. Arvore filogenética de Mucor construida utilizando as sequéncias de 1TS do rDNA do grupo M.
hiemalis. As sequéncias estdo rotuladas com os respectivos nimeros de acesso ao GenBank. Os valores de
suporte sdo da inferéncia Bayesiana e das analises de Maxima Verossimilhanga (valores acima e abaixo dos
ramos, respectivamente). A sequéncia obtida neste estudo esta em negrito.

Mucor gigasporus CBS 566.91 T
1 0o Mucor endophyticus CBS 385.95 HT
_100| Mucor endophyticus Rm-8
Mucor hiemalis f. hiemalis CBS 201.65 NT
Mucor hiemalis f. hiemalis CBS 123972
Mucor hiemalis f. hiemalis CBS 454.71
Mucor hiemalis f. corticola CBS 533.78
Mucor hiemalis f. corticola CBS 532.78
Mucor hiemalis f. corticola CBS 362.68
Mucor hiemalis f. hiemalis CBS 242.35
Mucor hiemalis f. hiemalis CBS 107.19
Mucor hiemalis f. hiemalis CBS 110.19
Mucor merdicola URM 7223 T
Mucor merdicola URM 7223
Mucor nidicola F53 T
00, Mucor nidicola F53
—— Mucor souzae URM 7553
Mucor irregularis CBS 700.71
Mucor irregularis PUMC-1
099 Mucor irregularis CBS103.93 T
) Mucor irregularis CBS 654.78
Loodl Mucor irregularis CBS 609.78
Mucor luteus CBS 243.35 T
Mucor luteus CBS 567.70
99} Mucor luteus CBS 301.74
Mucor luteus CBS 244.35

0.9

0.1
Change

Fonte: de Souza, C.A.F.
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4.2.3 Mucor septatum C.A.F. de Souza, T.R. Cordeiro & A.L Santiago, sp. nov. (Figura
19)

COLONIAS baixas, at¢ 4 mm em altura e 9 cm didm. em 96 h, inicialmente brancas,
tornando-se cinzas escuras, com pontos escuros, em BDA, a 25 °C. Reverso creme,
levemente zonado. Micélio estéril abundante. ESPORANGIOFOROS cinzas a castanhos,
em maioria curtos, exibindo um ou varios septos, com paredes levemente rugosas em
alguns pontos, alguns apresentando uma leve constricdo abaixo do esporangio, 7-20 um
em diam., eretos ou bentos, simples, monopodialmente ou simpodialmente ramificados, a
maioria intensamente ramificados com inchacgos ocasionais. Ramificagdes curtas e longas
comumente surgindo do mesmo ponto ou de pontos diferentes no esporangiéforo.
Ramificacdes bifurcadas podem ocorrer. ESPORANGIOS inicialmente amarelos,
tornando-se marrons a cinzas, podendo ser visualizados alguns espinhos cristalinos, 15-45
um didm. A parede dos esporangios maiores € evanescente, enquanto 0S menores
apresentam parede persistente, deixando um colar. COLUMELAS cinzas, principalmente
aplanadas, algumas subglobosas, parede lisa, (5-) 12,5-30 (-45) x (-4) 12-30 pm.
ESPORANGIOSPOROS cinzas esverdeados, parede levemente rugosa, globosos,
subglobosos, 4,5-10 (-15) um diam., elipticos, 7,5-15,5 x 6-10 um e irregulares, 10-27,5
% 10-15 pm. ZIGOSPOROS ndo observados.

Material examinado: Brasil. Pernambuco: Brejo da Serra do Bituri, Brejo da Madre de
Deus (8°12'41,5"S 36°23'73"W), em amostras de solo. (5 ago 2015) C.A.F. de Souza.
URM 904998 (holétipo). Cultura ex-tipo URM 7364.

GenBank — ITS: KY849814, KY849815; LSU: KY849816, KY849817, KY849818; Index
Fungorum — IF553964.

Etimologia: O epiteto especifico (septatum) refere-se aos septos frequentemente formados

nos esporangiéforos.

Influéncia de temperatura: em AEM, 10 °C — crescimento limitado (3,2 cm em diam. apds
168 h), auséncia de estruturas reprodutivas; 15 °C — col6nias baixas (<Imm em altura) com

crescimento lento (6 cm em didm. apds 168 h), boa esporulacdo; 20 °C — colbnias até 3
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mm em altura com bom crescimento (9 cm didm. em 96 h) e boa esporulagdo; 25 °C —
melhor crescimento (9 cm em 96 h), excelente esporulagédo; 30 °C — bom crescimento (8
cm em 96 h), excelente esporulacdo; 35 °C— auséncia de crescimento e esporulacdo. Mucor
septatum exibiu melhores taxas de crescimento e esporulacdo em BDA do que em AEM,
em todas as temperaturas testadas. A 15 °C, em BDA, a cepa apresentou boa producéo de
estruturas reprodutivas, o0s esporangiéforos se mostraram simples ou levemente
simpodialmente ramificados, enquanto, em AEM, a producéo de estruturas reprodutivas foi
muito pobre, com esporangioforos apresentando ramificacbes simples. As columelas

foram, principalmente, globosas (até 24 um diam,) a 15 °C, em BDA e AEM.

Habitat: Solo.

Distribuicdo: Brejo da Madre de Deus, Pernambuco (Brasil).

Notas: A presenca concomitante de esporangiéforos bentos, circinados, simples ou
ramificados, em maioria, intensamente ramificados, com inchacos ocasionais e parede
levemente rugosa, em alguns pontos, além de um a varios septos ao longo dos
esporangidforos, sdo caracteristicas incomuns as espécies do género, 0 que suporta

morfologicamente o status de nova espécie para M. septatum.

De acordo com as andlises filogenéticas (ITS e LSU), M. septatum exibe dados genéticos
bem fundamentados que a diferenciam das outras espécies do género, delimitando-a como
uma nova espécie. Ambas as sequéncias de ITS e LSU do rDNA de M. septatum
mostraram que essa espécie é filogeneticamente mais proxima de M. laxorrhizus (Figuras
20 e 21).
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Figura 19. Mucor septatum. a - d: esporangioforos multiseptatdos (setas); e - f: esporangioforos simples,
multiseptatdos, com columela; g: esporangi¢foros simples com esporangio; h: esporangiosporos.

Fonte: de Souza, C.A.F.
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Figura 20. Arvore filogenética de Mucoraceae construida utilizando as sequéncias de LSU do rDNA.
Mortierella parvispora, Backusella lamprospora, B. grandis, Rhizopus microsporus e Actinomucor elegans
foram utilizados como grupo externo. As sequéncias estdo rotuladas com os respectivos nimeros de acesso
no GenBank. Os valores de suporte sdo da inferéncia Bayesiana e das analises de Maxima Verossimilhanca
(valores acima e abaixo dos ramos, respectivamente). A sequéncia obtida neste estudo esta em negrito.

0807

0.1
Change

Fonte: de Souza, C.A.F.

e
) k’
&

Mortierella parvispora CBS 311.52/HM849689

—— Backusella lamprospora CBS 118.08/JN206531
Backusella grandis CBS 186.87/JN206527 T

Rhizopus microsporus CBS 536.80/JN206402 NT

Ja Actinomucor elegans CBS 117.697/JN206493 NT

Actinomucor elegans CBS 100.09/JN206491
Mucor parviseptatus CBS 417.77/JN206453
Mucor genevensis CBS 114.08/JN206435
Mucor genevensis CBS 535.78/JN206436
Mucor plumbeus CBS 634.74/HM849677
Mucor racemosus CBS 260.68/HM849676 NT
Mucor racemosus CBS 115.08/JN206433
Mucor circinelloides CBS 124.110/JN206430
Mucor circinelloides CBS 635.65/JN206428
Mucor bainieri CBS 293.63/JN206424
Mucor circinelloides f. janssenii CBS 762.74/JN206416
Mucor circinelloides f. circinelloides CBS 195.68/HM849680 NT
Mucor circinelloides f. circinelloides CBS 108.16JN206413
Mucor racemosus CBS 111.228/JN206429
Mucor circinelloides f. griseocyanus CBS 116.08/JN206421
. Mucor ramosissimus CBS 135.65/HM849678 NT
Mucor plasmaticus CBS 275.49/JN206483
Mucor mucedo CBS 640.67/HM849687 NT
Mucor mucedo CBS 987.68/JN206480
Mucor strictus CBS 100.66/JN206477 T

0.9

&B¥, Mucor piriformis CBS 527.68/JN206476
ossl | 228 Mucor piriformis CBS 169.25/HM849681 NT

Mucor flavus CBS 182.90/JN206472
Mucor saturninus CBS 974.68/JN206458 NT
Mucor flavus CBS 234.35/JN206468 NT
Mucor flavus CBS 126.70/JN206469 T
Mucor minutus CBS 586.67/JN206463 T
Mucor flavus CBS 681.73/JN206473
Mucor flavus CBS 992.68/JN206467
Mucor luteus CBS 243.35/HM849685 T
Mucor fusiformis CBS 33668/JN206447
Mucor japonicus CBS 154.69/JN206446 NT
Mucor endophyticus CBS 385.95/JN206448
Mucor corticola CBS 362.68/JN206449
Mucor hiemalis CBS 201.65/HM849683 NT
Mucor merdicola URM 7223 KT960372 T
Mucor irregularis CBS 700.71/JX976199
Mucor irregularis CBS 700.71/JN206450

099 57 - Mucor irregularis CBS 100.164/JX976213
?‘\ Mucor exponens CBS 141.20/JN206441 NT

Mucor fuscus CBS 282.78/JN206442

Mucor lanceolatus CBS 638.74/JN206443

Mucor laxorrhizus CBS 143.85/JN206444 NT
Mucor septatum URM 7364/KY849816
Mucor septatum URM 7364/KY849817

Mucor septatum URM 7364/KY849818

Mucor odoratus CBS 130.41/JN206495 T

Mucor zychae var. zychae CBS 416.67/JN206505T
Mucor amphibiorum CBS 763.74/HM849688 T
Mucor ucrainicus CBS 674.88/JN206507

Mucor variosporus CBS 650.78/JN206499
Mucor ardhlaengiktus JN206504
Mucor nederlandicus CBS 735.70/JN206503
Mucor inaequisporus CBS 255.36/JN206502T
Mucor inaequisporus CBS 496.66/JN206501
Mucor inaequisporus CBS 351.50/JN206500
Mucor prayagensis CBS 816.70/JN206496
Mucor azygosporus CBS 292.63/JN206497
Mucor prayagensis CBS 652.78/JN206498
Mucor falcatus CBS 251.35/JN206509
Mucor indicus CBS 226.29/HM849690
Mucor variosporus CBS 837.70/JN206508 T
Mucor caatinguensis URM 7322/KT960369 T
Mucor caatinguensis URM 7322//KT960370
Mucor caatinguensis URM 7322/KT960371




98

Figura 21. Arvore filogenética de Mucoraceae construida utilizando as sequéncias de LSU do rDNA. Mucor
amphibiorum foi utilizado como grupo externo. As sequéncias estdo rotuladas com os respectivos ndmeros
de acesso ao GenBank. Os valores de suporte sdo da inferéncia bayesiana e das analises de maxima
verossimilhanca (valores acima e abaixo dos ramos, respectivamente). A sequéncia obtida neste estudo esta
em negrito.

Mucor amphibiorum CBS763.74 HM999957

- Hyphomucor assamensis CBS254.85 JN206212
Hyphomucor assamensis CBS415.77 JN206211
Mucor exponens CBS141.20 JN206206
] - Mucor exponens CBS404.58 JN206208

Mucor exponens CBS508.48 JN206207

220 L9 Mucor lanceolatus CBS638.74 JN206205

Mucor lanceolatus LMSA 1.09.153 JF723608 T

Mucor fuscus CBS254.48 JN206203
Mucor fuscus CBS282.78 JN206201
Mucor fuscus CBS132.22 JF299234
Mucor fuscus CBS313.78 JN206200
Mucor laxorrhizus CBS237.66 JN206210
495{ Mucor laxorrhizus CBS143.85 JN206209

0.78
" Mucor septatum URM 7364/KY849814

5
100[ Mucor septatum URM 7364/KY849815

0.1
Change

Fonte: de Souza, C.A.F.
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4.2.4 Backusella sp. 1. nov.

Material examinado: Brasil. Pernambuco: Serra do Bituri, Brejo da Madre de Deus
(8°12'41,5"S 36°23'73"W), em amostras de solo. (10 Jul 2016) C.A.F. de Souza. URM
7646 (holétipo) URM 7647, URM 7648, URM 7649 (ex-tipo).

Influéncia de temperatura: 10 °C — auséncia de crescimento; 15 °C — crescimento lento e
esporulacao pobre (9 cm em 288 h); 20 °C — crescimento e esporulacdo melhores do que a
15 °C (9 cm em 168 h); 25, 30 °C — Bons crescimento e esporulagdo (9 cm em 96 h); 35

°C — auséncia de crescimento.

Habitat: Solo.

Distribuicdo: Brejo da Madre de Deus e Taquaritinga do Norte, Pernambuco (Brasil).

Notas: Backusella sp. 1 diferencia-se das outras espécies de Backusella por produzir
rizides bem ramificados, algumas vezes enovelados, esporangiosporos globosos,

subglobosos e células gigantes.

Filogeneticamente, Backusella sp. 1 é mais proxima de B. lamprospora, com base nas
arvores obtidas com sequéncias das regides LSU do rDNA e do gene RPB1 (Figura 22 e
23). Morfologicamente, ambas as espécies sdo caracterizadas pela presenca de
esporangiolos uniesporados e multiesporados, sendo estes Gltimos mais frequentes e pela
producdo de esporangiosporos globosos e subglobosos. No entanto, diferenciam-se 0s
rizoides enovelados e células gigantes, ausentes em B. lamprospora (Benny & Benjamin,
1975).
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Figura 22. Arvore filogenética de Backusellaceae construida usando as sequéncias de LSU do rDNA.
Actinomucor elegans, Mucor indicus, Pilobolus umbonatus e Rhizopus microsporus foram utilizados como
grupo externo. Os valores de suporte sdo da inferéncia Bayesiana e analise de Maxima Verossimilhanga
(valores acima e abaixo dos ramos, respectivamente).

0.74

7|
0.83]
61

—— Actinomucor elegans JN206491
Mucor indicus HM849690

Pilobolus umbonatus HM849665

Rhizopus microsporus JN206403
Backusella oblongispora CBS 569.70 JN206407

0.74 —— Backusella oblongielliptica CBS 568.70 JN206533

57

74

1.00
100

0.79

79
0.94)
63

1.00
°

1.00
91 0.9y

0.1

Fonte: CORDEIRO, T.R.L (2018)

Backusella tuberculispora CBS 562.66 JN206525
Backusella recurva CBS 673.75 JN206524
Backusella recurva CBS 318.52 JN206522
Backusella recurva CBS 196.71 JN206523

- Backusella indica CBS 786.70 JN206526
Backusella constricta URM 7323 KT937156

Backusella circina TUFC 20034 AB638474
Backusella circina NRRL 2446 AF157175
Backusella circina CBS 128.70 JN206529

Backusella macrospora CBS 538.80 HM849692

Backusella rhizoidea URM 7647 ALS2
188 Backusella rhizoidea URM 7648 ALS5
Backusella rhizoidea URM 7649 ALS8
Backusella variabilis CBS 564.66 JN206528
Backusella grandis CBS 186.87 JN206527
Backusella grandis CBS 186.87 JN206527

Backusellala lamprospora CBS 195.28 JN206530
Backusella lamprospora CBS 118.08 JN206531
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Figura 23. Arvore filogenética de Backusellaceae construida usando as sequéncias do gene codificador de
proteina RPB1. Mucor mucedo e M. hiemalis foram usados como grupo externo. As sequéncias sdo rotuladas
com seus ndmeros de acesso ao GenBank. Os valores de suporte sdo de inferéncia Bayesiana e analise de
Maxima Verossimilhanca (valores acima e abaixo dos ramos, respectivamente).

Backusella oblongielliptica CBS 568.70 ALS20

1.00
98 Backusella oblongispora CBS 569.70 ALS21

1.00
9% — Mucor mucedo RPB1 AB077098

1.00
99

Mucor hiemalis EF014381

Backusella circina CBS 128.70 ALS18

Backusella circina CBS 129.70 ALS19

1.00
100

Backusella circina CBS 907.73 ALS24

L Backusella circina CBS 382.95 ALS27

Backusella lamprospora CBS 118.08 ALS14

1.00
% 1.00

95

L Backusella lamprospora CBS 850.71 ALS23

0.97]
80,

Backusella rhizoidea URM 7647 ALS6

il
100]

Backusella rhizoidea URM 7649 ALS5

0.87

Backusella constricta URM 2500 ALS28

Backusella indica CBS 786.70 ALS22

1.00
8 Backusella variabilis CBS 564.66 ALS16

1.
10

Backusella grandis CBS 186.87 ALS25
0.1

Fonte: CORDEIRO, T.R.L (2018)
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4.2.5 Absidia sp. 1. nov.

Material examinado: Brasil. Pernambuco: brejo de Taquaritinga do Norte, Taquaritinga
do Norte (7°52'28"S 35°59'25"W), em amostras de solo. (10 Jul 2016) C.A.F. de Souza.
URM 7219 (hol6tipo).

Influéncia de temperatura: Em AEM. A 15 °C — crescimento lento (4,7 cm em 192 h) e
boa esporulacdo. A 20 °C — melhor crescimento do que a 15 °C (79 cm em 96 h) e boa
esporulacdo. A 25 °C — bom crescimento (9 cm em 96 h) e excelente esporulagdo. A 30 °C
— crescimento mais lento que a 25 °C (9 cm em 120 h) e boa esporulagéo. A 35 °C —
auséncia de crescimento e esporulacdo. Em 25 e 30 °C, o crescimento de Absidia sp. 1 nov.
em BDA foi um pouco mais lento do que em AEM, com baixa esporulacdo em ambas as

temperaturas. A influéncia da luz ndo foi detectada.

Habitat: Solo.

Distribuicdo: Brejo da Madre de Deus, Pernambuco (Brasil).

Notas: Absidia sp.1 difere das outras espécies do género por apresentar frequentemente
columelas com duas projecOes apicais e também por produzir esporangiosporos cilindricos
e cuneiformes.

A arvore construida com base na regido LSU do rDNA demonstrou que as espécies de
Absidia estdo dentro da familia Cunninghamellaceae, composta por espécies mesofilicas
(Figura 24). Nossas analises filogenéticas mostraram que Absidia sp. difere geneticamente

das outras dentro de Absidia, sendo, portanto, nova.
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Figura 24. Arvore filogenética da familia Cunninghamellaceae gerada a partir de sequéncias da regido LSU
do rDNA. Valores de suporte sdo de analise Bayesiana. Os isolados utilizados estdo em negrito. Mortierella
parvispora foi utilizada como grupo externo.

Mortierella parvispora HM849689
— Cunninghamella phaeospora JN206606

C. clavata JN206604

C. elegans HM849700
f— C. homothallica JN206605
Lli C. elegans JN206603
0,63\‘

C. elegans JN206602
C. polymorpha JN206599
C. polymorpha JN206600
0.98 C. bertholletiae HM849701
C. blakesleeana JN206601
0.96-1 "+ C. phaeospora HM849697
0.99-, C. echinulata JN206598
|

0.51
~
1.00.

0.93

Cunninghamella

C. echinulata var. antarctica JN206597
C. echinulata HM849702
P C. vesiculosa HM849693
0.69 LOQ{ Absidia cuneospora JN206580
A. cuneospora JN206579

0_70/ 1.00 Hesseltinella vesiculosa JN206610

0.99

—_— e = = = = = — — — — — = —

0.96 Gongronellala crispora JN206609
G. butleri HM849698
100 7" G. butleri IN206607
100 Halteromyces radiatus JN206596 |
| _O‘;r A. cylindrospora var. rhizomorpha JN206594
100 A heterospora JN206595 |
1.00] A. glauca JN206581
A. glauca HM849705
Chlamydoabsidia padenii JN206586 |
9, A. californica JN206583
A. californica JN206582
A. macrospora HM849704 |
A. caerulea JN206585
b A. caerulea JN206584 |
1.00 " A. caerulea HM849703
A. fusca HM849707
A. psychrophilia JN206587 I
A. repens Hm849706
100”7 A. cylindrospora var. cylindrospora JN206588
0.90"" A. spinosa var. spinosa JN206590 |
9 A21CloneGAS6
1~0°1 ol ¥|; A. pseudocylindrospora JN206591 |
1.00 ’ L _0‘0 A. spinosa var. biappendiculata JN206592
1.00 ~ A. cylindrospora var. nigra JN206589
A. anomala JN206593 |
6.7 Absidia sp. LCM13
1.00 ||v] Absidiasp. LCM14
" Absidiasp. LCM15 |
A. caatinguensis LCM12

Cunninghamellaceae

099"

Absidia

<

19003:00

¥} A. caatinguensis LCM11
1.00 |

A. caatinguensis KT308171
A. caatinguensis KT308170

Fonte: D.X. Lima (2018)



104

4.3 CARACTERIZACAO DOS ESPECIMES DE MUCOR QUANTO A CAPACIDADE
DE PRODUZIR PROTEASES COAGULANTES DO LEITE

Mucor abrange espécies descritas como potenciais produtoras de enzimas
coagulantes do leite. Dezessete espécimes de Mucor foram testados nesse estudo quanto a
capacidade de produzir proteases e todos exibiram atividade proteolitica. As atividades
coagulantes dos extratos enziméticos brutos de Mucor sp. e M. souzae foram as mais
elevadas e com os maiores valores residuais de atividade coagulante do leite (666,66 U.mg
1) e (685,71 U.mg 1), respectivamente (Figura 25).

Figura 25. Atividade especifica quanto a producdo de proteases coagulantes do leite por espécimes de
Mucor.

I.c-ﬁ 700 I I

2 500

Atividade Residual

Fonte: de Souza, C.A.F.

4.3.1 Efeitos do pH e de temperatura nas atividades proteolitica e coagulante do leite

e na estabilidade enzimatica

4.3.1.1 pH e temperaturas 6timos para as atividades proteolitica e coagulante do leite

No ensaio realizado com extrato de Mucor sp.l, nota-se um aumento mais
expressivo na atividade proteolitica a partir do pH 6,0, até atingir méaxima taxa de reacdo

em pH 8,5 e diminui¢do em pH 9,0 (Figura 26). Em M. souzae, a atividade enzimatica foi
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6tima no ensaio em pH 8,0, com diminui¢&o da taxa de reacdo até pH 9,0 (figura 27).

Figura 26. Efeito do pH na atividade proteolitica de Mucor sp.1.
120%
100%

80%

60%

40%

Atividade Relativa (%)

20%

0%

Fonte: de Souza, C.A.F.

Figura 27. Efeito do pH na atividade proteolitica de M. souzae.
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Fonte: de Souza, C.A.F.

O pH 6timo da atividade coagulante do leite foi 8,0, em tampéo acetato, seguido da

diminuicdo da atividade até pH 9,0, nos ensaios com extra bruto enzimatico de Mucor sp.1
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(Figura 28). Mucor souzae apresentou méaxima atividade em pH 8,5, seguida de declinio na
curva de atividade em pH 9,0, em tampdo acetato (Figura 29).

Figura 28. Efeito de pH na atividade coagulante do leite de Mucor sp.1.
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Fonte: de Souza, C.A.F.

Figura 29. Efeito de pH na atividade coagulante do leite de M. souzae.
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Fonte: de Souza, C.A.F.

O extrato enzimético de Mucor sp.1 exibiu méximas atividades coagulantes a 50 °C

e proteolitica a 45 °C (Figura 30). As menores atividades foram observadas a 75 °C em
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ambos os ensaios, apresentando 10% de atividade coagulante e 12% de taxa de reagéo da
atividade proteolitica. Nos ensaios realizados com o extrato de M. souzae, a temperatura
Otima da atividade coagulante do leite foi 35 °C, seguido da diminuicdo da atividade até 45
°C, com taxa residual de 51%. Conseguinte, observou-se aumento para 82% a 50 °C,
seguido de uma variacdo de 40 a 50% na atividade da enzima até 75 °C (Figura 31).
Quanto a atividade proteolitica, a maxima taxa de reacdo foi observada a 45 °C, seguida de

diminuicdo até 75 °C, com 11% de atividade.

Figura 30. Efeito da variacdo da temperatura na atividade coagulante do leite e proteolitica de Mucor sp.1.
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Figura 31. Efeito da temperatura na atividade coagulante do leite e proteolitica de M. souzae.
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A tabela 9 mostra a razao entre as atividades de coagulacdo do leite e proteolitica
das duas cepas testadas. Mucor sp.l apresentou uma razdo entre as atividades
coagulante/proteolitica de 7405, enquanto, para M. souzae, a razdo entre as atividades foi
4172.

Tabela 10. Razao de atividade coagulante do leite/atividade proteolitica de proteases de Mucor sp.1, M.
souzae e outros coagulantes.

Enzima AC? APP Razao
(Umg™ (Umg™h AC/D.O.c AP

Quimosina 269 0,08 3363
Renina de Mucor 438 0,16 2738
Papaina 208 0,51 408
Protease de Gengibre 314 0,19 1653
Protease de Quixaba 917 0,16 5731
Mucor sp.1URM 7869 1333 0,18 7405
M. souzae URM 7553 1043 0,25 4172

AC? = Atividade coagulante; AP" = Atividade proteolitica; D.O.¢ = Densidade Gtica a 440 nm.

4.3.1.2 Estabilidade ao pH e a temperatura

Os extratos enzimaticos apresentaram estabilidade frente aos diversos valores de

pH, durante 180 minutos de reacdo, em ambos os isolados. As melhores atividades foram
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observadas em pH bésico. Mucor sp.1 apresentou atividade maxima em pH 9,0. Entretanto,
a enzima se manteve estavel entre pH 5,5 e 8,5, com atividade proteolitica variando de 50 a
68% (Figura 32). Quanto a estabilidade ao pH da enzima de M. souzae, foi observado
aumento progressivo na atividade, com a enzima se mantendo estavel entre pH 6,0 e 8,5,

com atividade proteolitica superior a 68% (Figura 33).
Figura 32. Efeito do pH na estabilidade da atividade proteolitica de Mucor sp.1, durante 180 minutos.
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Figura 33. Efeito do pH na estabilidade da atividade proteolitica de Mucor souzae, durante 180 minutos.
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De acordo com o teste de estabilidade nas diferentes temperaturas, a atividade da
protease de Mucor sp.1 diminuiu com o tempo. A atividade da enzima foi mais elevada a
40 °C, apresentando 100% de atividade ap6s 60 minutos (Figura 34). A enzima produzida
por M. souzae apresentou 100% de reacdo a 40 °C, ap6s 60 minutos, seguido de declinio
até 55 °C, apresentando 34% de atividade. Posteriormente, 0 extrato enziméatico de M.
souzae exibiu um novo aumento na curva de reacdo a 60 °C, com a diminui¢do de
atividade até 80 °C (Figura 35).

Figura 34. Efeito da temperatura na estabilidade da atividade proteolitica de Mucor sp.1, durante 180
minutos.
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Figura 35. Efeito da temperatura na estabilidade da atividade proteolitica de Mucor souzae, durante 180
minutos.
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4.3.1.3 Efeitos da concentragéo de CaCl, na coagulagéo do leite

A atividade coagulante maxima da enzima produzida por Mucor sp.1 ocorreu na
concentragdo de 0,015 M de CaCl,, com posterior declinio, em seguida, em 0,020 M, com
30% de atividade relativa (Figura 36). Em relacdo ao M. souzae, foi observado aumento
progressivo da atividade enzimatica, com maxima taxa de atividade a 0,020 M de CaCl>
(Figura 37).

Figura 36. Efeito da concentracdo de CaCl, na atividade coagulante do leite das proteases de Mucor sp.1.
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Fonte: de Souza, C.A.F.

Figura 37. Efeito da concentracdo de CaCl; na atividade coagulante do leite das proteases de Mucor souzae.
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5 DISCUSSAO

5.1 ECOLOGIA DAS COMUNIDADES DE MUCOROMYCETA EM ECOSSISTEMAS
DE BREJO DE ALTITUDE DE PERNAMBUCO

O dominio Mata Atlantica caracteriza-se pelo elevado numero de espécies
endémicas, estimando-se que 0s ecossistemas desse dominio detenham, aproximadamente,
8% da biodiversidade mundial (IBGE, 2011). Em decorréncia dos continuos ciclos
extrativistas, 0s ecossistemas desse dominio encontram-se extremamente ameacados,
sendo, portanto, considerados areas de “hotspot” prioritarias para a conservacdo da
biodiversidade (RIBEIRO et al., 2011). Em consequéncia do desmatamento e da
fragmentacdo da Mata Atlantica em Pernambuco, calcula-se que restem apenas 5% de
areas florestais desse dominio (IBGE, 2011).

Dentre os ecossistemas da Mata Atlantica encontram-se 0s “brejos de altitude” que,
originalmente, apresentavam 23 &areas de matas Umidas em Pernambuco, ocupando cerca
de 4.850,00 km? (VASCONCELOS-SOBRINHO, 1971). Contudo, atualmente, esse

dominio apresenta dimensdes bem menores, resultantes do desmatamento e exploragdo
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desacerbada dos recursos, motivadas pelos ciclos agricolas e agropecuérios, além da
expansao urbana e turistica, causando a perda da biodiversidade, incluindo a dos fungos
(OLIVEIRA & ARAUJO 2007; MACEDO 2013; MORO et al., 2015).

No presente estudo foram identificados 45 taxons de Mucoromyceta, isolados do
solo dos brejos Sitio Carro quebrado (Triunfo), da Serra do Bituri (Brejo da Madre de
Deus) e de Taquaritinga do Norte (Taquaritinga do Norte), contribuindo para o
conhecimento da riqueza e diversidade desses fungos em ecossistemas de brejo de altitude,
encraves de Mata Atlantica, em meio a Caatinga.

Estudos sobre Mucoromyceta em ecossistemas brasileiros até o presente, para todo
o Brasil, registraram apenas 109 taxons, cujos relatos estdo concentrados nos dominios da
Mata Atlantica (66), Caatinga (27 taxons) e Cerrado (16) (SANTIAGO & MAIA, 2010;
LIMA et al., 2016; ALVES et al., 2017; DE SOUZA et al., 2017, 2018; LIMA et al., 2018;
FLORA DO BRASIL, 2018). Em relacdo aos brejos de altitude brasileiros, o
conhecimento sobre a comunidade desses fungos € ainda mais escasso, com 37 tdxons
referidos para os brejos de: Triunfo, Jenipapo, Bonito, dos Cavalos, Serra Negra, do Sitio
da Palmeira, e Bituri, em Pernambuco, e de Areia, na Paraiba (SANTIAGO et al., 2013;
CORDEIRO, 2014; ALVES, 2016; TIBPROMMA et al., 2017; DE SOUZA et al., 2018;
LIMA, 2018b).

A maioria das espécies identificadas neste trabalho foi citada por outros autores
(SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 1996, 2006; SCHOENLEIN-CRUSIUS E MILANEZ
1997, 1998; SANTIAGO et al., 2013; ALVES, 2016; LIMA et al., 2017; LIMA, 2018b;
DE LIMA, 2018). Entretanto, 27 tdxons sdo novos registros para areas de brejo de altitude:
Absidia sp.1, Absidia sp. 2, A. caatinguensis, Actinomucor elegans, Backusella sp.1, B.
gigacellularis, C. echinulata var. antarctica, C. echinulata var. verticillata, Gongronella
sp. 1, G. brasiliensis, Lichtheimia corymbifera, Mortierella sp. 1, Mortierella sp. 2, M.
turficola, Mucor sp. 1, Mucor sp. 2, M. circinatus, M. circinelloides f. circinelloides, M.
circinelloides f. griseocyanus, M. circinelloides f. janssenii, M. fragilis, M. inaequisporus,
M. indicus, M. lanceolatus, M. septatum, M. souzae e Umbelopsis ramanniana. Os
resultados deste trabalho mostram uma elevada riqueza de espécies de Mucoromyceta no
solo dos brejos visitados, quando comparada a riqueza verificada nos dominios Caatinga e
Cerrado, no Brasil (ALVES et al., 2017; LIMA et al., 2018; FLORA DO BRASIL, 2018),
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sugerindo uma boa adaptabilidade das comunidades desse grupo de fungos as condi¢des
bidticas e abitticas dessas areas.

Mucor foi o género predominante em nimero de espécies. A dominancia de tdxons
de Mucor era esperada, uma vez que, dentre os géneros de Mucorales, este tem a maior
representatividade em numero de espécies validas. Além disso, a ampla distribuicéo
fitogeografica bem como a capacidade de adaptacéo as condi¢cGes ambientais distintas das
especies desse género (MADDEN et al., 2012; LI et al, 2016; VOGLMAYR,;
CLEMENCON, 2016; LIMA et al., 2017; LIMA et al., 2018; DE SOUZA et. al., 2018),
contribuem com a elevada prevaléncia das mesmas nos solos estudados. Em contrapartida,
Rhizopus, seguido de Actinomucor, Lichtheimia, Syncephalastrum e Umbelopsis exibiram
menor representatividade nos solos dos brejos amostrados. Espécies de Rhizopus,
Lichtheimia e Syncephalastrum tém sido comumente referidas em regides semiaridas do
Brasil, principalmente, em &reas de Caatinga (CAVALCANTI et al., 2006; SANTIAGO &
SOUZA-MOTTA, 2006; SANTIAGO et al., 2014; LIMA et al., 2016). Caracterizada por
abrigar florestas desenvolvidas em solos arenosos, a Caatinga apresenta uma vegetacao
arbustiva e aberta, que contribui com a intensa radiacdo solar e, consequentemente,
elevando as temperaturas nesses ambientes (GIULIETTI et al. 2006; ARAUJO, 20011). A
termotolerdncia de taxons desses géneros tem sido um fator determinante para a
colonizacdo de habitats (DOLATABADI et al, 2014). Lichtheimia é constituido por
individuos predominantemente termotolerantes, com espécies crescendo entre 35 e 53 °C
(HOFFMANN et al., 2007; HOFFMANN et al., 2009). Essa condi¢do também foi referida
para espécimes de Rhizopus, com crescimento em até 52 °C e Syncephalastrum, que exibe
bom crescimento entre 28 e 38 °C (WONGANU et al., 2008; DOLATABADI et al., 2014).
Tal condicdo pode ter contribuido com a baixa representatividade de espécies desses trés
géneros, visto que, quando comparados as regibes de Caatinga, 0s brejos de altitude
apresentam maior cobertura vegetal, propiciando condi¢des amenas de umidade do solo e
do ar e temperaturas mais baixas (ANDRADE-LIMA, 2007).

Os valores de UFCs e a riqueza de espécies observados neste trabalho foram
superiores aos referidos por Santiago et al. (2013), Alves (2016), de Souza et al. (2018) e
Lima (2018b) para areas de brejo de altitude em Pernambuco. O mesmo se aplica ao se
comparar os resultados com o observado para outros ecossistemas de Mata Atlantica,
especialmente em areas de Floresta Ombrofila densa (SCHOENLEIN-CRUSIUS &
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MILANEZ, 1997; TAUK-TORNISIELO et al., 2005; SCHOENLEIN-CRUSIUS et al.,
2006; LIMA, 2018a). Embora estudos em solo de brejos de altitude apontem similaridade
floristica do estrato arbdreo dessas disjuncdes com as florestas de Mata Atlantica
(CAVALCANTE, 2005; NASCIMENTO et al, 2012; SILVA, 2016), os graves impactos
na qualidade dos ecossistemas originais, bem como a variacao de fatores edaficos, como a
quantidade de matéria organica disponivel, e das condic¢Ges climéticas (ex. variacfes na
pluviosidade e temperatura) podem justificar as diferencas entre as comunidades de
Mucoromyceta nesses ecossistemas (SOUTO et al., 2008).

Entre os fungos isolados, G. butleri apresentou o maior niimero de UFC.g™* de solo,
estando os dados em concordancia com os resultados obtidos por Alves (2016) que, dentre
as 25 espécies de Mucorales identificadas dos solos dos brejos dos Cavalos, Jenipapo e
Serra Negra, referiu G. butleri com o maior nimero de UFC.g? de solo. Resultado
semelhante foi obtido por Lima (2018a) em ecossistemas de Mata Atlantica, onde se
observou maior nimero de UFC.g! de solo para esse taxon. Gongronella butleri também
foi referida em amostras de solo do semiarido por Lima et al. (2015), mas em areas de
Caatinga. Esses autores relataram um baixo nimero de UFC.g* de solo, bem como baixa
frequéncia de ocorréncia (FO = 0,17%) dessa espécie, contrapondo os resultados aqui
expostos. Nossos resultados, apoiados pelos de Alves (2016) e Lima (2018a), sugerem uma
elevada prevaléncia de G. butleri em éreas de brejo de altitude, o que reforca a suposicao
de que essa espécie tenha maior distribuicdo em florestas Umidas. Tal fato pode ser
atribuido ao acumulo de maior quantidade de matéria organica no solo dos brejos
investigados, apresentando elevada disponibilidade de nutrientes, bem como diferencas das
condicBes climaticas, edaficas e topograficas (TABARELLI et al., 2005; RODRIGUES et
al., 2008; CRUZ et al., 2013) em relacédo ao solo da caatinga.

Gongronella butleri, Absidia sp. 1, A. caatinguensis e C. bertholletiae foram muito
frequentes, enquanto a maioria das espécies foi classificada como: pouco frequentes, raras
e com baixa abundéncia relativa, tendo G. butleri exibido a abundéancia mais elevada,
dentre os isolados. Resultados similares foram relatados por Alves (2016), o qual
mencionou que Cunninghamella sp, G. butleri e C. elegans exibiram as mais elevadas
abundancias relativas, dentre os Mucoromyceta, em solo de brejos da mesorregido do
agreste pernambucano. A elevada frequéncia de G. butleri em solo foi também notificada

por Alves (2016), em brejos da mesorregido do agreste de Pernambuco, além de ter sido
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reportada em varios paises, como Africa do Sul (EICKER, 1969), Malasia (VARGHESE,
1972), Nigéria (OGBONNA & PUGH 1982), Costa do Marfim (RAMBELLI et al., 1984)
e Uruguai (BETTUCI & ROQUEBERT, 1995). No Brasil, G. butleri também foi apontada
como frequente em solo de areas de Mata Atlantica (MAIA et al., 2006; LIMA, 2018a).

As baixas frequéncias de ocorréncia e abundéncia relativa da maioria dos
representantes de Mucoromyceta no solo tém sido comumente registradas em diferentes
ecossistemas brasileiros (SANTIAGO et al., 2013; LIMA et al., 2016; LIMA, 2018a). De
maneira geral, as comunidades de Mucoromyceta sdo frequentemente representadas por
poucos individuos, com maior nimero de tdxons raros e poucas espécies abundantes,
diferente do observado, por exemplo, para os fungos conidiais (RICHARDSON, 2001;
LIMA 2018a).

Taxons de Absidia e Cunninghamella sdo comumente isolados do solo,
apresentando frequéncias de ocorréncia e abundancia relativa em geral, elevadas, quando
comparadas as espécies de outros géneros de Mucoromyceta (SANTIAGO et al., 2013;
LIMA et al., 2016). Em estudo sobre a diversidade de Mucorales em duas areas de brejos
de altitude de Pernambuco, Lima (2018b) registrou as maiores frequéncias e abundancia
relativa para Absidia sp. e C. bertholletiae, corroborando os nossos resultados. No entanto,
contrapondo os dados obtidos nesse estudo, Santiago et al. (2013) referiramC. echinulata
var. echinulata como o tdxon mais frequente, seguido por A. cylindrospora var.
cylindrospora e Lichtheimia hyalospora, no solo do brejo de altitude Sitio Carro
Quebrado. Embora a area de brejo de altitude de Triunfo tenha sido previamente estudada,
diferengas na composicdo de uma comunidade micoldgica podem decorrer de varios
fatores abidticos e bidticos, como mudancas dos indices de pluviosidade e temperatura,
tipos fitofisiondbmicos das areas, bem como adaptabilidade bioquimica dos micro-
organismos e estratégias de sucessdo ecoldgica (RICHARDSON, 2001; BILLS et al.,
2004). Alem disso, coletas realizadas em areas de zonas transicionais (caatinga/brejos de
altitude) bem como em épocas (anos) diferentes podem ter contribuido para diferencas na
frequéncia de ocorréncia de algumas espécies.

Absidia sp. 1, A. caatinguensis, C. bertholletiae e Gongronella butleri foram
abundantes no solo dos brejos de altitude, enquanto os demais taxons isolados foram raros
ou ocasionais. Estudos conduzidos em brejos de altitude explorando a abundancia relativa

de espécies de Mucoromyceta apontaram resultados distintos dos obtidos nesse trabalho.
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Alves (2016) registrou Absidia sp., C. bertholletiae e G. butleri como raras em solos de
brejos de altitude da mesorregido agreste de Pernambuco, enquanto Lima (2018)
mencionou que, dentre os 39 taxons identificados, C. bertholletiae e G. butleri foram raras
nos solos dos brejos de Bonito e Camocim de S&o Félix, no mesmo Estado.

Absidia caatinguensis foi descrita e isolada exclusivamente de amostras de solo do
dominio Caatinga, no semiarido brasileiro (LI et al. 2015). Nesse sentido, esse € o primeiro
registro dessa espécie em solos de brejo de altitude. Além disso, essa espécie foi muito
frequente nos solos coletados, ampliando o conhecimento sobre a distribuicdo desse taxon
nos ecossistemas brasileiros e indicando que o0 mesmo ndo é endémico da Caatinga. Além
de A. caatinguensis, C. echinulata var. antarctica, C. echinulata var. verticillata e L.
corymbifera, citadas apenas em solos de Caatinga (DE SOUZA et al. 2013; SANTIAGO et
al. 2013), B. gigacellularis, referidas no Cerrado e Actinomucor elegans, M. fragilis e
Mucor circinatus, identificadas em solos de Mata Atlantica (TRUFEM 1981a; SOUZA et
al. 2014; LIMA et al. 2017), estdo sendo registradas pela primeira vez para brejos de
altitude. Esse trabalho também oferece o primeiro registro de M. turficola, M. lanceolatus
e Umbelopsis ramanniana para o Brasil. Mortierella turficola foi descrita por Ling Yong
(1930) em solos turfosos no sul da Alemanha. De distribuicdo cosmopolita, essa espécie
tem sido isolada de solo de diversos paises, como Inglaterra (DICKINSON & MAGGS,
1974), Polbnia (KWASNA et al., 2006), Russia (SIZONENKO et al., 2010), Suécia
(MENKIS et al., 2016), incluindo areas da Antartica (NEWSHAM et al. 2018), sendo esse
0 primeiro registro em Florestas Tropicais. Mucor lanceolatus foi registrada pela primeira
vez em amostras de queijo, na Franca (HERMET et al., 2012), sendo aqui relatada para
amostras de solo. Umbelopsis ramanniana tem sido identificada em diversos substratos,
apresentando elevada distribuicdo, de areas boreais a tropicais, sendo citada em solo no
Canada (SUMMERBELL, 2005), nos Estados Unidos (HOFF et al., 2004), na China
(OGAWA et al., 2011), na Letonia (GRANTINA-IEVINA et al., 2013) e na Noruega
(GRANTINA-IEVINA et al., 2014).

A diversidade de Mucoromyceta foi mais elevada no solo do Brejo da Serra do
Bituri (H' = 2,763), seguida pelo brejo de Taquaritinga do Norte (H' = 2,561) e Sitio Carro
Quebrado (H' = 2,567). Embora a riqueza de espécies de Mucoromyceta nesse ultimo brejo
tenha sido inferior a observada no solo dos outros brejos, a diversidade foi numericamente

similar. A distribuicdo das espécies, inferida a partir da equitabilidade, pode explicar esse
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resultado, visto que a comunidade de Mucoromyceta do solo do Sitio do Carro Quebrado
apresentou a maior equitabilidade dentre os diferentes brejos estudados. Tal fato é
suportado pelo resultado do perfil de diversidade da série Hill, que apontou normalidade na
comunidade de Mucoromyceta na area do brejo Sitio do Carro Quebrado. Além disso, a
predominancia de espécies raras, verificadas nessas areas de brejo, como L. corymbifera,
com apenas dois individuos identificados (doubleton), M. lanceolatus isolada de apenas
uma amostra (1) (unique), C. enchinulata var. echinulata e M. irregularis, isoladas em
duas amostras (duplicates), pode ser um fator contribuinte para esses resultados.
Comportamento semelhante foi observado por Lima (2018a), na Serra de Bonito e Sitio da
Palmeira, outros brejos de Pernambuco, corroborando os dados obtidos desse trabalho.

Destaca-se que os indices de diversidade observados no presente estudo foram
superiores aos registrados por Lima (2018b) e por De Lima (2018), para os brejos da
Serras do Benedito, Jardim e dos Ventos. Entretanto, Santiago et al. (2013) e Alves (2016)
registraram indices mais elevados de diversidade no Sitio Carro Quebrado e no brejo dos
Cavalos, em Caruaru (H' = 2,85 e 3,19, respectivamente), embora as riquezas de espécies
de Mucoromyceta descritas nesses trabalhos tenham sido inferiores ao observado no
presente estudo. Tal fato j& era esperado pois, embora 0s brejos estejam geograficamente
localizados no Estado de Pernambuco, as composicdes florestais e efeitos causais da
fragmentacdo dessas areas, além das condicdes edafoclimaticas, particulares de cada brejo,
podem ter influenciado nas comunidades desses micro-organismos. De toda forma, os
resultados aqui expostos, corroborados por Santiago et al. (2013), Alves (2016) e De Lima
(2018), indicam a elevada diversidade de Mucoromyceta em ecossistemas de brejo de
altitude.

De acordo com os estimadores de riqueza de espécies, Chaol e Jacknife 1, €
provavel que os solos do brejo de Taquaritinga do Norte apresentem um ndmero mais
elevado de espécies do que 0 observado nesse estudo, sugerindo que coletas adicionais de
solo devem ser realizadas para que a riqueza esperada seja atingida. 1sso pode ser atribuido
ao nuamero elevado de espécies raras e/ou a quantidade de uniques, duplicates e dubletons,
obtida no solo desse brejo, visto que esses estimadores ndo paramétricos sdo baseados na
abundancia e consideram o numero de espécies raras (COLWELL et al., 2004). Para o solo
dos brejos Sitio Carro Quebrado e da Serra do Bituri, o estimador Chao 1 apontou que a

riqueza esperada foi alcangada. A curva de acumulacdo de espécies atingiu a assintota,
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indicando que as estimativas fornecidas pelo Chao 1 foram precisas quanto ao nimero de
espécies. No entanto, as estimativas fornecidas a partir do Jacknife 1 indicaram que a
riqueza foi inferior & esperada. O mesmo foi observado por Lima et al. (2016), em
diferentes ecossistemas do semiarido, e por Lima (2018a), ao estimar a riqueza de
Mucorales de solo da Mata Atléantica no litoral pernambucano. De acordo com Gotelli &
Colwell (2001), descritores que projetem curvas de riqueza préximas ou alcancando a
assintota, com numero igual ou menor de amostras do que a curva de acumulacdo de
espécies observada, podem ser considerados bons estimadores de riqueza. Nesse sentido,
Palmer (1990) sugere que a utilizacdo de diferentes estimadores de riqueza permite
selecionar o descritor mais adequado para mensurar a riqueza de uma comunidade. Dessa
forma, o estimador Chao 1 mostrou-se eficaz para a avaliagdo de comunidades de
Mucoromyceta no presente trabalho, assim como observado por Lima (2018a).

As comunidades de Mucoromyceta dos solos dos brejos variaram quanto a
composicdo de espécies. Embora os indices de similaridade inferidos com base na medida
de distancia de Bray-Curtis tenham evidenciado elevada similaridade entre os solos dos
brejos de Taquaritinga do Norte e da Serra do Bituri, os indices obtidos entre o brejo Sitio
Carro Quebrado e as demais areas apontaram baixa similaridade na composicdo de
Mucoromyceta. Nas analises de similaridade (ANOSIM), em que valores maiores de R
(Rgiobal > 0,5) indicam diferencgas quanto a composicao da comunidade e menores (Rgiobal <
0,5) configuram diferencas relacionadas a abundéncia e frequéncia dos organismos, 0s
resultados do presente estudo indicaram que todos os brejos diferiram entre si quanto a
abundancia e frequéncia dos Mucoromyceta, embora ndo tenha havido diferencas
significativas na composicdo das comunidades. Esses resultados indicam que a
comunidade de Mucoromyceta esta estruturada de maneira distinta no solo dos diferentes
brejos de altitude. Embora as areas compartilhem caracteristicas que indicam pertencerem
ao mesmo ecossistema, elas estdo geograficamente localizadas em regides distintas. O
brejo Sitio Carro Quebrado estd inserido no sertdo do alto Pajéu e os brejos de
Taquaritinga do Norte e Brejo da Serra do Bituri, situam-se no Agreste Setentrional e
Central, respectivamente. Além disso, das areas estudadas, o brejo Sitio Carro Quebrado
apresenta caracteristicas de antropizacdo avancadas, 0 que ndo ocorre nos demais. Tais
impactos culminam em alteracbes na comunidade vegetal, podendo influenciar a

composicdo microbiana na rizosfera (PANDEY & PALNI, 2007), bem como a
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compactacdo do solo, diminuindo a aeragdo (VZZOTTO et al., 2000) e a quantidade de
agua infiltrada no solo, aumentando o escoamento na superficie e lixiviando a matéria
organica (MIGUEL et al., 2009). Ademais, as diferentes caracteristicas edaficas e
climaticas peculiares do Sertdo pernambucano podem ter contribuido com a
heterogeneidade evidenciada na composi¢do da comunidade fungica.

Neste estudo, foi possivel identificar sete espécies indicadoras para as areas
analisadas: Absidia cylindrospora var. cylindrospora, A. elegans e R. arrhizus var.
arrhizus foram predominantes ou exclusivas no solo do Sitio Carro Quebrado, ocorrendo o
mesmo para Absidia sp. 1 e Gongronella sp. 2, no solo do brejo de Taquaritinga do Norte;
Backusella sp.1 e C. echinulata var. antarctica foram predominantes ou exclusivas no solo
do Brejo da Serra do Bituri, sugerindo que as condi¢des especificas para ocorréncia das
mesmas estdo presentes nessas areas. De acordo com Bills et al. (2004), a heterogeneidade
de micro-habitats pode estar condicionada a diversos fatores, como a competicdo
intraespecifica e interespecifica, matéria organica disponivel no substrato, caracteristicas
fisiolégicas dos fungos, além de mudancas temporais do clima ou de vegetacdo. O Sitio
Carro Quebrado apresentou a menor pluviosidade dentre as areas de estudo durante o
periodo de coletas. Todos esses fatores podem ter contribuido, consideravelmente, para as
diferencas evidenciadas na composicao da comunidade fangica entre os brejos.

Poucos relatos sobre os Mucoromyceta em éareas semiaridas foram produzidos, com
apenas 37 espécies registradas para brejos de altitude (SANTIAGO et al., 2013;
CORDEIRO, 2014; ALVES, 2016; TIBPROMMA et al., 2017; DE SOUZA et al., 2018;
LIMA, 2018b), o que ndo reflete a real riqueza desses fungos nesse dominio ainda pouco
explorado. No presente estudo, foram identificados 45 taxons de Mucoromyceta. Absidia
sp. 1 e sp. 2, Backusella sp. 1, Gongronella sp. 1, Mortierella sp. 1 e sp. 2 e Mucor sp. 1 e
sp. 2 exibiram diferencas morfoldgicas em relagcdo as outras espécies dos respectivos
géneros, sendo provavelmente novas. Dentre os taxons isolados, G. brasiliensis, M.
septatum e M. souzae foram publicadas como novas para a ciéncia e outros espécimes que
representam provaveis novas espécies estdo em processo de sequenciamento das regides
ITS e LSU do rDNA e do gene RPB1 para confirmagdo genética, contribuindo para o

conhecimento da riqueza e diversidade desses fungos no Brasil.

Os Mucoromyceta representam importante papel nos ecossistemas, sendo

responsaveis pela ciclagem de nutrientes do solo, além de serem bons produtores de acidos



121

organicos e enzimas. Nesse contexto, a realizacdo de futuras pesquisas relacionadas ao
conhecimento desses fungos, em especial em éareas de brejo de altitude, mostra-se

indispensavel.

5.2 TAXONOMIA

As descricbes de Absidia sp. 1 e Backusella sp. 1, identificadas no presente estudo
como novas, ndo serdo fornecidas porque ainda ndo foram publicadas. Absidia sp. 2,
Gongronella sp. 1 Mortierella sp. 1, Mortierella sp. 2 Mucor sp. 1 e Mucor sp. 2
apresentaram caracteristicas morfolégicas distintas das espécies descritas para 0s
respectivos géneros. Entretanto, nossas analises filogenéticas, inferidas a partir de
sequéncias das regides LSU e ITS do rDNA, ofereceram resultados inconclusivos, sendo
necessaria a amplificacdo e sequenciamento de outras regides do DNA para a confirmacéo

genética dessas espécies.

5.2.1 Gongronella brasiliensis C.A.F. de Souza, D.X. Lima & A.L Santiago, sp. nov.

Gongronella foi estabelecido para acomodar uma Unica espécie: G. urceolifera
Ribaldi (atualmente G. butleri Lendn.), anteriormente alocada em Mortierellaceae. A
presenca de uma apdéfise globosa bem distinta e o tamanho reduzido das columelas foram
as principais caracteristicas consideradas para a descricdo do género (UPADHYAY 1969).
Gongronella abrange cinco espécies: G. butleri, G. guangdongensis F. Liu, T.T. Liu & L.
Cai, G. koreana Hyang B. Lee & T.T.T. Nguyen, G. lacrispora e G. orasabula Hyang B.
Lee, K. Voigt, P.M. Kirk & T.T.T. Nguyen.

De acordo com nossas andlises morfofisioldgicas e filogenéticas (ITS rDNA), G.
brasilienses exibe dados genéticos e caracteristicas morfolégicas bem suportados,
diferenciando-a das outras espécies do género, estando a mesma geneticamente mais
proxima de G. butleri. Morfologicamente, G. brasiliensis pode ser inicialmente confundida
com G. butleri devido ao padrao de ramificagcdo do esporangioforo, levemente simpodial, e
ao tamanho e forma dos esporangios. Entretanto, a producdo de apofises elipticas,

columelas conico-cilindricas, algumas quase inconspicuas, bem como ceélulas gigantes, é
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observada apenas em G. brasiliensis. Além disso, as col6nias de G. brasiliensis séo
persistentemente brancas, em contraste com as coldnias de G. butleri que sé&o inicialmente
brancas, tornando-se cinzas olivas (UPADHYAY 1969). Na maioria das espécies de
Gongronella, um septo abaixo do esporangio é comumente observado e, alem de G.
brasiliensis, a presenca de dois septos no esporangioforo delimitando o esporéngio foi
citada apenas para G. orasabula. Além disso, 0s esporangiosporos de G. brasiliensis s&o
variaveis em forma e maiores que os registrados em G. butleri, G. guangdongensis, G.

koreana e G. orasabula.

5.2.2 Mucor souzae C.A.F. de Souza, D.X. Lima & A.L Santiago, sp. nov.

As espécies de Mucor caracterizam-se por produzir esporangios nao apofisados em
esporangidforos simples ou ramificados sem rizoides basais que surgem diretamente do
substrato (ALVAREZ et al., 2011). Novas espécies de Mucor tém sido propostas, elevando
o0 conhecimento da diversidade de Mucoromyceta (PEI 2000; ALVES et al., 2002;
JACOBS & BOTHA 2008; HERMET et al. 2012; MADDEN et al. 2012; LI et al. 2016;
VOGLMAYR & CLEMENCON 2016; LIMA et al., 2017).

Com base nas relacdes filogenéticas inferidas a partir de sequéncias das regides
LSU e ITS do rDNA e anéalise morfofisioldgica, M. souzae difere das outras espécies do
género. Mucor souzae produz esporangiéforos surgindo do micélio aéreo, simples ou
repetidamente simpodialmente ramificados, com ramificacBes longas ou curtas e
esporangiosporos variaveis em forma e tamanho. Um ou dois septos podem ser formados
abaixo do esporangio. Na arvore de LSU (Figura 17), M. souzae foi alocado em um
subclado proximo a M. hiemalis, M. merdicola e M. irregularis. Mucor hiemalis é
caracterizada pela producdo de esporangiéforos levemente simpodialmente ramificados,
bem como columelas elipsoidais com base truncada, enquanto M. souzae produz
esporangioforos simples ou repetidamente simpodialmente ramificados, aléem de columelas
globosas, subglobosas ou aplanadas. A produgdo de esporangiosporos elipsoides e
elipsoides a fusiformes é comumente observada em M. souzae e M. merdicola. No entanto,
M. souzae também produz esporangiosporos irregulares (formas indefinidas) em contraste
com os elipsoides a fusiformes, elipsoides ou subglobosos, observados em M. merdicola.

Na arvore da regido ITS (Figural8), M. souzae formou um clado separado entre M.
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nidicola e M. irregularis. Macroscopicamente, M. souzae pode ser confundida com M.
nidicola (MADDEN et al., 2012), j& que a cor e a altura das colénias podem ser similares.
Entretanto, os esporangioforos de M. nidicola séo simples ou com 1-2 ramificacdes, o que
ndo corresponde ao o padrdo de ramificagdo observado em M. souzae. Além disso,
esporangios de M. souzae séo globosos ou subglobosos, 30-50 um diam., de parede lisa a
levemente equinulados, enquanto M. nidicola produz esporangios globosos, 30—70 pm
diam., com parede lisa a verrugosa.

Ambas as sequéncias de ITS e LSU rDNA de M. souzae revelaram uma estreita
relagdo genética dessa espécie com o grupo M. hiemalis, embora M. souzae apresente um
padréo de ramificacdo dos esporangioforos diferente do descrito por Schipper (1973) para
0 grupo hiemalis, em que as espécies sao caracterizadas como produtoras de
esporangioforos com leve ramificacdo simpodial. Segundo Madden et al. (2012), as
diferengas morfoldgicas entre as espécies dentro do grupo M. hiemalis ndo sdo tdo claras,
embora as diferencas entre M. irregularis e M. merdicola sejam suportadas (ALVAREZ et
al., 2011).

5.2.3 Mucor septatum C.A.F. de Souza, T.R. Cordeiro & A.L Santiago, sp. nov.

De acordo com nossas analises, M. septatum exibe um conjunto de dados genéticos
(ITS e LSU rDNA) e caracteristicas morfologicas bem suportadas que a distingue das
outras descritas para o género. Ambas as sequéncias de ITS e LSU rDNA de M. septatum
revelaram uma relacdo genética estreita entre M. laxorrhizus, M. exponens e M. fuscus.
Diferente do esperado, M. parviseptatus G. Walther & de Hoog e M. septatum ndo foram
intimamente relacionadas na arvore LSU. Como ambas as espécies, além de M.
laxorrhizus, sdo morfologicamente semelhantes por produzirem esporangi6foros
intensamente ramificados, com um ou varios septos, era esperado que M. septatum também
fosse agrupada proxima de M. parviseptatus na arvore LSU. Essa ultima espécie e
morfologicamente tdo semelhante a M. laxorrhizus que Schipper (1989) a descreveu pela
primeira vez como uma variedade de M. laxorrhizus (M. laxorrhizus var. ovalisporus
Schipper). No entanto, nas duas arvores filogenéticas construidas, M. laxorrhizus foi a

espécie mais estreitamente relacionada com M. septatum.
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Morfologicamente, M. septatum assemelha-se a maioria das espécies de Mucor,
produzindo esporangiofos simples ou ramificados que portam esporangios globosos e/ou
subglobosos, ndo apofisados (BENNY, 2014). No entanto, a presenca concomitante de
esporangioforos bentos, circinados, simples ou ramificados, principalmente intensamente
ramificados, com inchagos ocasionais, podendo exibir de um a varios septos, séo
caracteristicas incomuns para a maioria das espécies de Mucor, mas frequentes em M.
septatum, M. laxorrhizus e M. parviseptatus. Septos em esporangioforos de Mucor também
foram observados em alguns taxons, como M. inaequisporus Dade, M. nidicola A.A.
Madden, Stchigel, Guarro, Deanna A. Sutton & Starks e M. ellipsoideus E. Alvarez, Cano,
Stchigel, Deanna A. Sutton & Guarro. Contudo, a maioria desses taxons apresenta septos
somente quando o micélio envelhece ou para delimitar estruturas reprodutivas, raramente
observando-se mais um septo nos esporangiéforos, enquanto M. septatum, M. laxorrhizus e
M. parviseptatus produzem esporangiéforos com um ou Varios septos sempre presentes.
Além disso, foram encontradas algumas diferencas quanto ao tamanho e a forma de
algumas estruturas entre essas trés espécies. Ling-Young (1930) descreveu M. laxorrhizus
produzindo esporangios com 60-150 pum diam., maiores do que os observados em M.
septatum, e as columelas da primeira espécie variam em forma, sendo depressas,
hemisféricas, subglobosas e subcdnicas, distintas das columelas da nova espécie, que sao
principalmente aplanadas. Columelas aplanadas (9-50 x 11-60 um) foram também
reportadas por Schipper (1989) em M. laxorrhizus (citado como M. laxorrhizus var.
laxorrhizus) mas essas sdo maiores do que as de M. septatum. Além disso, M. laxorrhizus
produz esporangiosporos globosos com 4-6 um diam. (LING-YONG, 1930; SCHIPPER,
1989), enquanto M. septatum produz esporangiosporos variados em forma e tamanho:
globosos, subglobosos, 4,5-10 (-15) um didm., elipticos, 7,5-155 x 6-10 um e
irregulares, 10-27,5 x 10-15 um.

Como referido, M. parviseptatus foi descrita pela primeira vez como M. laxorrhizus
var. ovalisporus (SCHIPPER, 1989), produzindo esporangiosporos elipsoidais 3,5-4 x
2,5-3 um, enquanto M. septatum produz esporangiosporos variados em forma e maiores do
que os de M. parviseptatus. Além do tamanho e das diferentes formas dos
esporangiosporos, M. septatum difere de M. parviseptatus pela producdo de columelas
aplanadas e subglobosas, diferentes das columelas elipsoidais a piriformes e elipsoidais
observadas em M. parviseptatus (SCHIPPER, 1989).
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Em conclusdo, nenhuma das espécies descritas em Mucor apresenta todas as
caracteristicas morfologicas encontradas em M. septatum, que estd sendo descrita como
nova. As sequéncias das regides ITS1-5.8-1TS2 e LSU rDNA sédo divergentes das outras

espécies de Mucor conhecidas.

5.3 CARACTERIZACAO DOS ESPECIMES DE MUCOR QUANTO A CAPACIDADE
DE PRODUZIR PROTEASES COAGULANTES DO LEITE

Espécimes de Mucoromyceta tém sido comumente referidos como produtores de
renina e varios trabalhos tém reportado a biossintese dessas proteinases coagulantes do
leite por taxons de Mucor (BELYAUSKAITE et al., 1980; FRAILE et al., 1981; HANDEL
& FRAILE, 1984; FERNANDEZ-LAHORE et al., 1998; ANDRADE et al., 2002; YEGIN
et al.,, 2011; AYANA et al., 2015). No presente estudo, 17 tdxons de Mucor foram
identificados, sendo eles: M. circinatus, M. circinelloides f. circinelloides, M.
circinelloides f. griseocyanus, M. circinelloides f. janssenii, M. circinelloides f.
lusitanicus, M. fragilis, M. guilliermondii, M. hiemalis, M. inaequisporus, M. indicus, M.
irregulares, M. lanceolatus, M. luteus, M. septatum, M. souzae, Mucor sp.1 e Mucor sp. 2.
Nesse trabalho, ensaios quanto a producdo de enzimas coagulantes do leite foram
realizados para cada um desses espécimes. Os resultados obtidos mostraram que 0s
representantes de todos os 17 taxons de Mucor identificados produziram enzimas
coagulantes do leite, com as maiores atividades observadas nos extratos brutos enzimaticos
de Mucor sp. 1 (666,66 U.mg 1) e M. souzae (685,71 U.mg ) (Figura 25). Tubesha & Al-
Delaimy (2003) estudaram 20 espécimes de Mucor originarios de amostras ambientais da
Jordania e registraram elevada atividade coagulante do leite em Mucor J120 (identificacédo
atribuida pelos autores). Embora ndo tenham sido fornecidas informacGes taxonémicas
completas dos isolados ao nivel de espeécie, esse estudo confirma o potencial de espécimes
de Mucor para a biossintese de proteases coagulantes.

A otimizacdo da biossintese de proteases coagulantes do leite foi ensaiada apenas
para Mucor sp. 1 e M. souzae, taxons que apresentaram os melhores resultados quanto a

producéo dessas enzimas.
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5.3.1 Efeitos do pH e de temperatura nas atividades proteolitica e coagulante do leite
e na estabilidade enzimatica

5.3.1.1 pH e temperaturas 6timos para as atividades proteolitica e coagulante do leite

As enzimas produzidas por Mucor sp. 1 e M. souzae apresentaram forte coagulacao
da solucdo de leite desnatado em poucos segundos, com atividades coagulantes especificas
de 1333 U mg ! e 1043 U mg 1, respectivamente. De acordo com Thakur et al. (1990), a
razdo entre as atividades coagulante do leite e proteolitica € um importante fator para as
industrias de laticinios, especialmente para as que comercializam queijos. No presente
estudo, foram calculadas as raz6es das atividades expressas por Mucor sp. 1 e M. souzae e
comparadas com valores de atividades de enzimas comercialmente conhecidas e originadas
de diversas fontes. As enzimas referidas por Hashim el al. (2011) e Silva et al. (2013b)
(Tabela 9) apresentaram valores de razéo das atividades inferiores aos obtidos nos ensaios
realizados com Mucor sp. 1 e M. souzae e as atividades coagulantes do leite desses
espécimes foram superiores as de outros coagulantes de origem microbiana, como a renina
produzida por Mucor spp. e a extraida do abomaso bovino, enzima amplamente utilizada e
considerada uma das melhores proteases coagulantes do leite. Esses resultados sugerem
que a biossintese de proteases coagulantes do leite, pelos espécimes descritos neste estudo,
é elevada, sendo essas enzimas promissoras para serem produzidas em escala comercial,
nas induastrias de laticinios. Ademais, os dados revelam que as enzimas produzidas pelos
nossos isolados apresentam especificidade para a hidrélise da caseina e,
consequentemente, espera-se a auséncia de hidrolises excessivas de outras proteinas ndo
envolvidas no processo de coagulacdo do leite que podem interferir no rendimento e na
qualidade do produto final, como o queijo (NEVES-SOUZA & SILVA, 2005; JAROS et
al., 2008).

As proteases do extrato bruto dos espécimes de Mucor testados exibiram melhores
atividades em pH 8,0 (M. souzae) e 8,5 (Mucor sp. 1), em tampdo glicina. As proteases
coagulantes do leite sintetizadas por espécies de Mucoromyceta sdo, em maioria, asparticas
(EC 3.4.23). Essas enzimas sdo de natureza acida, com pontos isoelétricos na faixa de pH
entre 3,0 e 4,5 (YEGIN et al., 2011; SILVA et al., 2013a; AYANA et al., 2015). No

entanto, diferente do observado nos nossos ensaios, as proteases produzidas por espécimes
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de Mucoromyceta exibem, em geral, maxima taxa de reacdo em pH entre 50 e 5,5
(ALVES et al., 2005; KUMAR et al., 2005; SATHYA et al., 2009; MERHEB-DINI et al.,
2010). Essa elevada atividade enzimatica em pH alcalino, registrada para Mucor sp. 1. e M.
souzae, sugere que as enzimas sintetizadas por esses espécimes pertencem ao grupo das
proteases alcalinas (EC.3.4.21-24, 99), enzimas eficientes em pH neutro ou alcalino, sendo
essas enzimas consideradas as mais importantes quanto & exploragcdo comercial, pela
elevada especificidade ao substrato, resisténcia a altas temperaturas e capacidade de resistir
a ambientes com baixa atividade de &gua (GUPTA et al., 2002).

Em estudo sobre a producdo de proteases extracelulares por espécies de Mucor,
Alves el al. (2005) registraram a biossintese dessas enzimas em pH 7,8 e 7,9, por M.
circinelloides f. griseo-cyanus, M. piriformis f. piriformis e M. piriformis f. nanus,
atividade proteolitica em pH préximos ao obtido no presente estudo por M. souzae.
Entretanto, Silva et al. (2013b) referiram elevada atividade proteolitica para Thermomucor
indicae-seudaticae em pH 5,5. Resultados similares foram notificados por Arima et al.
(1970), que registraram elevada atividade proteasica em pH 4,5, para Rhizomucor pusillus,
e por Merheb-dini et al. (2010), que relataram atividade proteolitica 6tima por T. indicae-
seudaticae N31 em pH 5,5.

O pH 6timo da atividade coagulante do leite foi 8,0, em tampdo acetato, nos ensaios
com extrato enzimatico bruto de Mucor sp.1, enquanto M. souzae apresentou maxima
atividade em pH 8,5. Diversos estudos tém sido conduzidos na busca por proteases
coagulantes sintetizadas por espécies de Mucoromyceta (SILVA et al., 2013b). Em estudo
sobre a biossintese de enzimas coagulantes do leite produzidas por M. circineloides,
Sathya et al. (2009) registraram elevada atividade coagulante em pH 5,0. Resultados
similares foram obtidos por Silva et al (2016), com a enzima produzida por R. miehei
apresentando 6tima atividade coagulante em pH 5,5, e por Sun et al. (2014), que relataram
méaxima atividade coagulante em pH 5,2. Em trabalho sobre a purificacdo e caracterizacdo
de uma quimosina de R. microsporus (Cohn) Schipper & Stalpers (citada como R.
microsporus var. rizopodiformes). Os dados desses dois Ultimos trabalhos se contrapdem
aos resultados obtidos no presente estudo.

Atividades coagulantes tém sido, frequentemente, registradas em pH neutros e
alcalinos, em estudos realizados com extratos vegetais, como do latex de Streblus asper

Lour. que apresentou melhor atividade em pH 9,0 (TRIPATHI et al., 2011) e em Jacaratia
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corumbensis O. Kuntze, que exibiu boa atividade coagulante em pH entre 6,5 e 7,0
(DUARTE et al., 2009). Silva et al. (2013a), ao estudarem o potencial do latex de Quixaba
[Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) T.D. Penn.] como agente coagulante do leite,
referiram elevada atividade proteasica e coagulante em pH 8,0, em tampdo Tris-HClI,
enquanto Soares et al. (2015), em estudo utilizando latex da fruta pdo [Artocarpus altilis
(Parkinson) Fosberg], obtiveram méaxima taxa de reacdo em pH 8,5, apoiando os dados
fornecidos no presente estudo.

De acordo com Sathya et al. (2009), a temperatura € um dos parametros criticos em
bioprocessos, sendo necessério o seu controle. Estudos tém demostrado a influéncia da
temperatura na sintese de enzimas pelos espécimes de Mucoromyceta (TUBESHA & AL-
DELAIMY, 2003; YU & CHQOU, 2005). De acordo com os resultados obtidos, Mucor sp. 1
atingiu méxima atividade coagulante a 50 °C, que foi reduzida em 75 °C, em ambos 0s
ensaios, com 10% de atividade coagulante e 12% de taxa de reacdo da atividade
proteolitica, com completa inibicdo a 80 °C. Esses resultados contrapdem os observados
para outras espécies de Mucor que exibem, em maioria, 6tima coagulacdo a 30 °C (YEGIN
et al., 2011). Tubesha & Al-Delaimy (2003), em estudo sobre proteases coagulantes do
leite por espécimes de Mucor, registraram melhor atividade coagulante a 30 °C para Mucor
J120. Resultado similar foi referido por Sathya et al. (2009), com enzimas produzidas por
M. circinelloides a 30 °C. Espécies de Mucor sdo, em geral, mesofilicas, pressupondo-se
que as proteases produzidas por espécimens desse género apresentem sensibilidade as
temperaturas elevadas (YEGIN et al., 2011). No entanto, nossos resultados mostraram
atividade coagulante da protease de Mucor sp. 1. em temperaturas altas, atividades em
temperaturas elevadas foram registradas também por Thakur et al. (1990): 42 °C, em
extratos enzimaticos de R. miehei (como M. miehei); Silva et al. (2016): 55 °C, para a
protease sintetizada por R. miehei; Yugiu et al. (2015): 60 °C, para enzima produzida por
R. pusillus (como M. pusillus).

Nos ensaios experimentais conduzidos com o extrato bruto enzimatico de M.
souzae, a temperatura 6tima da atividade coagulante do leite foi 35 °C, com diminuigéo da
atividade até 45 °C e taxa residual de 51%, notou-se aumento da atividade para 82% a 50
°C, seguido de uma variacdo de 40 a 50% até 75 °C. Essa oscilagdo, com um pico de
atividade de 82% a 50 °C, pode ter ocorrido devido a presenca de célcio no leite durante a

determinacdo da atividade coagulante, uma vez que, ap6s 0 pico maximo de reacdo para
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atividade proteolitica, cujo ensaio é realizado sem a adicdo de célcio, esse comportamento
ndo foi observado (MERHEB-DINI, 2010). A temperatura étima para a coagulacdo do
leite observada para a protease produzida por M. souzae corresponde as registradas por
Tubesha & Al-delaimy (2003): 30 °C para Mucor J120, e Sathya et al. (2009): 30 °C, em
protease sintetizada por M. circineloides.

5.3.1.2 Estabilidade ao pH e temperatura

Os extratos enzimaticos produzidos por Mucor sp.1 e M. souzae foram estaveis
durante 180 minutos de reacdo em todos os tampdes, sendo as melhores atividades obtidas
em pH basico. O valor maximo de atividade da enzima sintetizada por Mucor sp.1 foi
observada em pH 9,0, tendo esse se mantido estavel, com atividade proteolitica entre 50 e
68%, na faixa de pH entre 5,5 e 8,5. Quanto a estabilidade ao pH da protease extraida de
M. souzae, notou-se um aumento progressivo da mesma a partir do pH 5,5, com a enzima
mantendo-se estavel na faixa de pH entre 6,0 e 8,5, com atividades proteoliticas superiores
a 68%. Os resultados aqui expostos sdo semelhantes aos relatados por Kumar et al. (2005)
que, ao caracterizarem uma protease sintetizada por R. arrhizus (citada como R. oryzae),
observaram a estabilidade dessa enzima em pH entre 4,0 e 9,0. Resultados semelhantes
foram também fornecidos por EI-Baky et al. (2011): uma protease produzida pelo
basidiomiceto Piptoporus soloniensis se mostrou estavel em uma faixa de pH entre 3,0 e
9,0. Enzimas que se mostram estaveis em diferentes faixas de pH sdo vantajosas para as
indUstrias de laticinios e, de acordo com Soares et al. (2015), € imprescindivel que as
proteases coagulantes ndo apresentem sensibilidade as variacdes do pH do leite, ja que a
estabilidade da enzima evita a diminuicdo do rendimento do queijo, bem como produz
defeitos na formatacéo do produto, resultantes de coagulos flacidos ao corte.

A protease produzida por Mucor sp.1 apresentou maior estabilidade a 35 e 40 °C,
exibindo 100% de atividade apds 60 min de reacgéo a 40 °C. Segundo El-Baky et al. (2011),
as temperaturas de processamentos de queijos nas industrias sdo geralmente ajustadas entre
30 e 35 °C, tendo esses autores referido maxima atividade da protease de Penicillium sp.

LPB-5 e P. soloniensis nessas temperaturas, permanecendo a enzima estavel até 40 “C por

30 min. Resultados similares foram registrados por Germano et al. (2003), em estudo sobre

a caracterizacdo e estabilidade de proteases por espécies de Penicillium e por Sun et al.
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(2014), ao estudarem a quimosina produzida por R. micorsporus (citada como R.
microrsporus var. rhizopodiformis). Entretanto, os resultados dos nossos ensaios indicaram
que a estabilidade térmica do extrato enzimatico bruto de Mucor sp.1 foi maior em relacao
ao tempo de incubacdo do que o mencionado pelos autores supracitados. Além disso, a
protease de Mucor sp.1 ndo exibiu desnaturacdo completa em nenhuma das temperaturas
testadas, apresentando valores de atividade, apds o pico maximo, acima de 30%.

A estabilidade da protease produzida por M. souzae foi similar a produzida por
Mucor sp.1, sendo a primeira também estavel entre 35 e 40 °C, com 100% de reacdo a 40
°C, apo6s 60 minutos, seguido de declinio até 55 °C, apresentando 34 % de atividade.
Entretanto, o extrato enzimatico de M. souzae apresentou um novo aumento na curva de
reacdo a 65 °C, com atividade de 75%, seguido por diminuicdo da atividade até 80 °C,
sugerindo a existéncia de uma outra protease coagulante no extrato bruto obtido desse
isolado. A termoestabilidade das enzimas € um importante fator para aplicacdes
comerciais, visto que esse comportamento confere resisténcia as alteracdes de temperatura,
caracteristica importante para que a enzima suporte as condi¢cbes de armazenamento e
transporte (SILVA et al., 2013b).

5.3.1.3 Efeitos da concentragdo de CaClz na coagulagéo do leite

A concentracdo de CaCl, é um importante fator a ser considerado nos bioprocessos
nas induastrias de laticinios, principalmente para a producdo de queijos (SILVA et al.,
2013b). O célcio atua na constituicdo de condices isoelétricas favoraveis, criando pontes
entre as micelas de caseina, auxiliando na coagulacdo do leite (MERHEB-DINI et al.,
2010). A adicdo dessa substancia ao leite proporciona a formacdo adequada do coagulo,
reduz o tempo de coagulacdo, aumenta a firmeza do coalho e atua na for¢a do gel. No
entanto, concentracBes excessivas de calcio podem resultar na formagéo de sabor amargo
do produto final (CAVALCANTI et al., 2004).

Em relacdo aos ensaios da influéncia das concentracdes de CaCl, na atividade
coagulante do extrato enzimatico de Mucor sp.1, verificou-se que a maxima atividade foi
observada a 0,015 M. Posteriormente, a atividade apresentou uma diminuic¢éo a 0,020 M,
com 30% de atividade residual. O calcio exerce funcdo na agregacédo das caseinas durante

a etapa ndo enzimatica da coagulacdo do leite, neutralizando os residuos negativos das
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micelas de caseina por Ca®* e complexos fosfato-célcio (MERHEB-DINI et al., 2010). A
queda dessa atividade pode ser atribuida a provavel saturacdo dos residuos negativos das
micelas. As proteases microbianas obtidas por El-Baky et al. (2011) e Silva et al. (2013b)
exibiram a mesma resposta a diferentes concentracGes de calcio, com aumento inicial na
atividade seguido de queda. Entretanto, a atividade maxima foi observada na concentracdo
de 0,04 M.

Em se tratando do extrato bruto enzimatico de M. souzae, a atividade coagulante
apresentou um aumento progressivo, com maxima taxa da atividade enzimatica ocorrendo
a 0,02 M. A adicdo de ions célcio tem apresentado efeito positivo sobre a atividade
coagulante, com aumentos significativos da curva de atividade sido reportados por Sun et
al. (2014), em ensaios com R. micorsporos, e por Silva et al. (2013b), com extratos
enzimaticos de Thermomucor indicae-seudaticae, com méxima atividade com CaClz a 0,04
M, em ambas as especies. Concentra¢des de CaCl.a 0,04 M séo frequentemente reportadas
na literatura para proteases fungicas (MERHEB-DINI et al., 2010; EL-BAKY et al., 2011;
SILVA et al., 2013), seguindo-se da diminuicdo da atividade coagulante do leite. De
acordo com Silva et al. (2013), concentracdes superiores a 0,04 M resultam na saturacdo de
residuos negativos das micelas de caseina e no aumento da concentragéo de Ca®* no meio
ou pela forga idnica excessiva. Diante dos resultados expressos para M. souzae, é possivel
que comportamento similar fosse observado para protease produzida por esse espécime a
0,04 M. Entretanto, concentracdes superiores a 0,02 M ndo foram testadas nesse estudo.

Os resultados obtidos demonstram que as enzimas sintetizadas por Mucor sp.1 e M.
souzae apresentam caracteristicas que as credenciam como possiveis alternativas as
enzimas de origem animal tradicionalmente utilizadas pelas industrias. Estudos s&o
necessarios a fim de otimizar o potencial de aplicacdo dessas proteases em industrias

lacteas.

6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, dentro dos paramentos

experimentais estabelecidos, conclui-se que:

- Absidia sp. 1, Absidia sp. 2, A. caatinguensis, A. cylindrospora var. cylindrospora, A.
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Pseudocylindrospora, Backusella sp. 1, B. constricta, B. lamprospora, Cunninghamella
bertholletiae, C. clavata, C. echinulata var. antarctica, C. echinulata var. echinulata, C.
elegans, C. gigacellularis, Gongronella sp. 1, G. brasiliensis, G. butleri, M. turficola, M.
circinelloides f. circinelloides, M. circinelloides f. griseocyanus, M. circinelloides f.
janssenii, M. circinelloides f. lusitanicus, M. guilliermondii, M. hiemalis, M. luteus, M.
septatum, R. stolonifer e Umbelopsis ramanniana fazem parte da comunidade de

Mucoromyceta no solo do brejo de altitude da Serra do Bituri;

- Absidia sp. 1, Absidia sp. 2, A. caatinguensis, A. cylindrospora var. cylindrospora,
Actinomucor elegans, Backusella sp. 1, B. constricta, B. gigacellularis, B. lamprospora,
Cunninghamella bertholletiae, C. echinulata var. echinulata, Gongronella sp. 1, G.
brasiliensis, G. butleri, Mortierella sp. 1, Mortierella sp. 2, M. turficola, Mucor sp. 1,
Mucor sp. 2, M. circinatus, M. circinelloides f. circinelloides, M. circinelloides f.
griseocyanus, M. circinelloides f. lusitanicus, M. fragilis, M. inaequisporus, M. indicus, M.
irregulares e R. stolonifer fazem parte da micobiota edafica do brejo de altitude de

Taquaritinga do Norte;

- Absidia sp. 1, A. caatinguensis, A. cylindrospora var. cylindrospora, Actinomucor
elegans, Cunninghamella bertholletiae, C. echinulata var. echinulata, C. echinulata var.
verticillata, G. brasiliensis, G. butleri, Lichtheimia corymbifera, Mortierella sp. 1, M.
circinelloides f. circinelloides, M. irregulares, M. lanceolatus, M. luteus, M. souzae,
Rhizopus arrhizus var. arrhizus, R. stolonifer e Syncephalastrum racemosum fazem parte
da comunidade de Mucoromyceta do solo do brejo de altitude de Sitio Carro Quebrado,

Triunfo;

- A riqueza de Mucoromyceta no solo dos brejos de altitudes é elevada, sendo representada
por X espécies, mas varia em relacdo aos brejos, sendo mais elevada em Taquaritinga do

Norte e na Serra do Bituri;

- O estimador de riqueza Chao 1 ¢ eficaz para mensurar a comunidades de Mucoromyceta,

em relagéo a Jacknife 1;
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- As comunidades de Mucoromyceta do solo de Taquaritinga do Norte e do Sitio Carro
Quebrado sdo mais homogeneas em relacdo a comunidade do solo do brejo da Serra do
Bituri;

- A diversidade dos Mucoromyceta é alta no solo das areas dos brejos de altitude

examinados, sendo mais elevada no solo da Serra do Bituri;

- A diversidade de Mucoromyceta no solo do Sitio Carro Quebrado varia em relacéo a

diversidade no solo dos brejos da Serra do Bituri e Taquaritinga do Norte;

- Gongronella butleri, Absidia sp. 1, A. caatinguensis e C. bertholletiae sdo abundantes

nos solos dos brejos examinados;

- Gongronella butleri, Absidia sp. 1, A. caatinguensis e C. bertholletiae s&o muito

frequentes nos solos dos brejos examinados;

- Os trés brejos diferem entre si quanto a abundancia relativa e frequéncia de ocorréncia

das espécies de Mucoromyceta;

- A composi¢do das comunidades de Mucoromyceta ndo varia entre os solos dos brejos

inventariados;

- Absidia cylindrospora var. cylindrospora, A. elegans e R. arrhizus var. arrhizus séo

indicadoras dos solos do brejo Sitio Carro Quebrado;

- Absidia sp.1 e Gongronella sp. 1 indicadoras do solo do brejo de Taquaritinga do Norte;

- Backusella sp.1 e C. echinulata var. antarctica sédo indicadoras dos solos do brejo de

Brejo da Serra do Bituri;

- Absidia sp. 1, Backusella sp.1, G. brasiliensis, M. septatum e M. souzae sdo novas;
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- Mortierella turficola e M. lanceolatus ocorrem na America do Sul, mais especificamente
no solo de brejos de altitude em Taquaritinga do Norte e Sitio Carro Quebrado,

respectivamente;

- Mucor sp.1, Mucor sp.2, Mucor circinatus, M. circinelloides f. circinelloides, M.
circinelloides f. griseocyanus, M. circinelloides f. janssenii, M. circinelloides f.
lusitanicus, M. fragilis, M. guilliermondii, M. hiemalis, M. inaequisporus, M. indicus, M.
irregulares, M. lanceolatus, M. luteus, M. septatum e M. souzae sdo produtoras de

proteases coagulantes do leite;

- Os extratos enzimaticos brutos de Mucor sp.1 e M. souzae sdo fontes potenciais de

proteases coagulantes do leite;

- Os extratos enzimaticos brutos de Mucor sp.1 e M. souzae exibem forte atividade

coagulante e baixa atividade proteolitica, com maior atividade coagulante em pH alcalino;

- Os extratos enzimaticos brutos de Mucor sp.1 e M. souzae sao estaveis nos valores de pH
e temperatura testados;

- A concentracdo de CaCl influencia a atividade coagulante do leite.
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