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RESUMO

O Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC), localizado no municipio de
Cananeia, litoral Sul do Estado de Sdo Paulo, constitui um importante fragmento
preservado de Mata Atlantica, que representa uma amostra em escala reduzida da
diversidade de fitofisionomias presentes na costa Atlantica do Brasil. Embora diversos
estudos tenham sido realizados em &reas de Mata Atlantica do Estado de S&o Paulo, a
diversidade dos fungos zoosporicos dos filos Blastocladiomycota e Chytridiomycota
nunca havia sido investigada no PEIC. Sendo assim, o presente estudo teve como
objetivo analisar e comparar a riqueza e a diversidade de representantes destes filos nos
ecossistemas aquaticos e terrestres do parque. Para isto, de Agosto/2012 a Junho/2013,
foram realizadas quatro coletas em corpos d"agua doce e solo, em diferentes locais, a
fim de se isolar o maior nimero de espécimes. Em laboratorio, aliquotas destas
amostras foram colocadas em placas de Petri e processadas mediante a técnica de
iscagem multipla. Para caracterizacdo dos locais de coleta, foram mensurados o pH da
agua e do solo, o oxigénio dissolvido na agua, a condutividade elétrica da agua, a
temperatura da agua e do solo, bem como a umidade do solo. De um total de 256
isolamentos, 112 na agua e 144 no solo, 34 tdxons foram identificados, sendo todas
primeiras citacbes para o PEIC. Dentre estes, Chytriomyces lucidus Karling € citado
pela primeira vez para o Brasil e Entophlycis lobata Willoughby & Towley e
Phlyctochytrium mucronatum Canter para o Estado de S&o Paulo. Os valores dos
indices de diversidade de Shannon (H”), dominancia de Simpson (D) e equitatividade
(E), bem como o indice de similaridade de Sgrensen, indicaram uma micota diversa,
com poucos taxons dominantes, estando a maioria dos taxons presentes nas amostras de
agua e de solo. Os substratos celulosicos, utilizados como iscas, foram o0s que

apresentaram maior diversidade, provavelmente reflexo da maior disponibilidade no



ambiente e/ou presenca de mecanismos especializados para a degradacdo de compostos
celulésicos. Oito tdxons (Allomyces sp.1, Allomyces sp.2, Cladochytrium replicatum
Karling, C. tenue Nowakowski, Entophlyctis luteolus Longcore, Nowakowskiella
multispora Karling, Polychytrium aggregatum Ajello e Rhizophydium sphaerotheca
Zopf) foram obtidos em culturas puras, representando aproximadamente 24% do total
de taxons identificados. As sequéncias génicas destas espécies foram disponibilizadas
no GenBank e analises filogenéticas preliminares para as regides 18S, ITS e 28S do
rDNA foram realizadas utilizando-se os métodos de Méaxima Verossimilhanca e Analise
Bayesiana. Cladochytrium tenue e N. multispora foram incluidas pela primeira vez em
andlises filogenéticas. C. tenue, espécie tipo do género Cladochytrium, formalmente
classificado entre os representantes da ordem Cladochytriales, apresentou altos valores
de suporte com outros dois tdxons do género Cladochytrium (polystomum e sp. NBRC)
dentro da ordem Chytridiales. Esse posicionamento traz importantes implicagdes sobre
a nomenclatura e morfologia do género Cladochytrium e consequentemente na familia
Cladochytriaceae e ordem Cladochytriales.

Palavras Chaves: biodiversidade, filogenia, fungos zoospéricos, Mata Atlantica.
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ABSTRACT

The “Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC)”, located in the municipality of
Cananeia, southern coast of S&o Paulo State, is an important fragment of preserved
Atlantic Rainforest, which represents a small-scale sample of the diversity of vegetation
types present on the Atlantic coast of Brazil. Although several studies have been
conducted in the Atlantic Rainforest of Sdo Paulo, the diversity of zoosporic fungi of
the phyla Chytridiomycota and Blastocladiomycota had never been investigated in the
PEIC. Therefore, this study aimed at analyzing and comparing the richness and
diversity of representatives of these phyla in freshwater and terrestrial ecosystems of
PEIC. For this purpose, from August/2012 to June/2013, four sampling of water and
soil were conducted at different localities, in order to isolate the largest number of
specimens. In the laboratory, aliquots of these samples were placed into Petri dishes and
processed by the multiple baiting technique. For characterizing the sampling local, the
pH of water and soil, dissolved oxygen in water, electrical conductivity in water,
temperature in water and soil, as well as, soil moisture, were measured. A total of 256
isolates were recovered, 112 from water and 144 from soil. Thirty-four taxa were
identified up to species level, which all are first recorded for the PEIC. Chytriomyces
lucidus Karling is first cited for Brazil and Entophlycis lobata Willoughby & Towley
and Phlyctochytrium mucronatum Canter for Sdo Paulo State. The Shannon’s diversity
(H"), Simpson’s dominance (D), evenness (E), and Sgrensen’s similarity indices showed
a diverse mycota with only a few dominant taxa, most of them common to both water
and soil samples. The cellulosic substrates used as bait presented the greatest diversity,
probably reflecting a high availability in the environment and/or the presence of
specialized mechanisms for the degradation of cellulosic compounds. Eight taxa

(Allomyces sp.1, Allomyces sp.2, Cladochytrium replicatum Karling, C. tenue
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Nowakowski, Entophlyctis luteolus Longcore, Nowakowskiella multispora Karling,
Polychytrium aggregatum Ajello and Rhizophydium sphaerotheca Zopf) were obtained
in pure culture, representing approximately 24% of the identified taxa. Sequences of
these species were deposited in GenBank and preliminary phylogenetic analyzes of the
18S, 28S and ITS regions of the rDNA were performed by the Maximum Likelihood
and Bayesian methods. Cladochytrium tenue and N. multispora were included for first
time in phylogenetic analyzes. C. tenue, type specie of the genus Cladochytrium
formally ranked among the representatives of the order Cladochytriales, showed high
levels of support with two other taxa of the genus Cladochytrium (polystomum and sp.
NBRC) within the order Chytridiales. This position has important implications on
nomenclature and morphology of the genus Cladochytrium and consequently in order
Cladochytriaceae family and Cladochytriales.

Key words — atlantic rainforest, biodiversity, phylogeny, zoosporic fungi.
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Introducao geral

Os fungos classificados nos filos Blastocladiomycota e Chytridiomycota apresentam
como similaridade a producdo de esporos com um Unico flagelo liso, posteriormente
inserido, e o posicionamento basal na arvore filogenética dentro do Reino Fungi
(Hibbett et al. 2007). Chytridiomycota conta com 706 espécies distribuidas atualmente
em oito ordens, Chytridiales, Cladochytriales, Lobulomycetales, Polychytriales,
Rhizophlyctidales, Rhizophydiales, Spizellomycetales e Monoblepharidales (Sparrow
1942, Letcher et al. 2006, 2008, Kirk et al. 2008, Mozley-Standridge et al. 2009,
Simmons et al. 2009, Wakefield et al. 2010, Longcore & Simmons 2012), inseridas em
duas classes, Chytridiomycetes e Monoblepharidomycetes. Ja Blastocladiomycota, filo
criado a partir de Blastocladiales (ordem que anteriormente pertencia ao Filo
Chytridiomycota), possui uma Unica classe, Blastocladiomycetes, e € composto por 179
espécies (Kirk et al. 2008), cujos representantes divergem do clado das quitridias e sdo
considerados grupo irmdo juntamente com Zygomycota, Glomeromycota e Olpidium
(James et al. 2006).

Representantes desses filos sé@o considerados cosmopolitas, estando presentes
nos diferentes ecossistemas aquaticos e terrestres, onde sdo frequentemente observados
como saprobios e/ou parasitas de algas, macrofitas, invertebrados, anfibios, fungos e
oomicetos (Shearer et al. 2007). Embora a maioria das espécies conhecidas seja
decompositora de celulose, queratina e quitina (Powell 1993), algumas se destacam
como causadoras de doencas em plantas de interesse econémico, como por exemplo,
Physoderma maydis (Miyabe) Miyabe que causa mancha marrom do milho e
Synchytrium endobioticum responsavel pela verruga da batata (Alexopoulos et al.

1996). Espécies dos géneros Catenaria Sorokin (Catenaria spinosa Martin, Catenaria
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anguillulae Sorokin), Coelomomyces Keilin (Coelomomyces utahensis (Romney)
Couch & Nielsen) e Polycaryum Stempell (Polycaryum laeve Stempell) sdo parasitas
comuns em claddceros, copépodos, rotiferos, nematoides e larvas de dipteros, atuando
decisivamente no controle destas populagdes (Gleason et al. 2010). Batrachochytrium
dendrobatidis Longcore, Pessier & D.K. Nichols (1999) é considerado o principal
responsavel pelo declinio e extingdo de mais de 200 espécies de anfibios ao redor do
mundo (Stuart et al. 2004), tendo recentemente sido descrita outra espécie no género,
Batrochochytrium salamandrivoras (Martel 2013), parasita em populacdes de
salamandras de fogo (Salamandra salamandra Linnaeus) na Holanda, apresentando
rapidas taxas de infeccdo e provocando altos niveis de mortalidade.

Historicamente, a classificacdo de Blastocladiomycota e Chytridiomycota
baseava-se nas caracteristicas morfoldgicas, tais como, tipo de desenvolvimento do talo
(monocéntrico ou policéntrico), presenca ou auséncia de opérculo, morfologia dos
zoosporangios e presencga e tipo de esporos de resisténcia (Sparrow 1960, Karling 1977,
Barr 1980), tendo sido as duas primeiras as preponderantes para a classificacdo destes
grupos basais (James et al. 2000). Foi a partir dos estudos de Barr (1981) que a
classificacdo comecou a ser reformulada, tendo em vista as caracteristicas
ultraestruturais dos zoGsporos €, mais recentemente, por sequéncias de genes do DNA
ribossomal (James et al. 2000, 2006, Letcher et al. 2008, Mozley-Standridge et al.
2009, Longcore e Simmons 2012). Com isto, alguns organismos tradicionalmente
classificados dentro do filo Chytridiomycota foram removidos, como por exemplo, o
género Rozella Cornu, o qual estd atualmente incluido em Cryptomycota, filo que se
posiciona nas arvores filogenéticas no ponto onde os fungos e os animais divergiram; e
0 género Olpidium (Braun) Schrét considerado incertae sedis, embora as analises

concatenadas das regibes RPB1, RPB2, Ef2 e actina loci o agrupe juntamente com
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diferentes taxons tradicionalmente classificados dentro de Zygomycota, considerado
grupo irmdo de Blastocladiomycota. Estes dados filogenéticos indicam ainda que,
dentre os fungos que produzem zodsporos, o0 género Olpidium é o mais proéximo aos
fungos terrestres, e que possivelmente no inicio do processo evolutivo, eles poderiam
ter produzido zoGsporos como mecanismo reprodutivo, caracteristica perdida no
decorrer da evolugéo (Sekimoto et al. 2011).

Apesar da expressiva frequéncia e importancia destes fungos nos diversos
ecossistemas, estudos com representantes dos filos Blastocladiomycota e
Chytridiomycota ainda sdo poucos no Brasil, especialmente se considerarmos a
extensdo e a riqueza em termos de diversidade de biomas existentes em nosso pais. Este
fato é especialmente devido ao pequeno numero de especialistas no Brasil e a
dificuldade de isolamento, identificacdo e cultivo desses grupos de fungos (Letcher &
Powell 2005, Shearer et al. 2007). O bioma Mata Atlantica é, dentre os biomas
brasileiros, 0 que agrupa o maior nimero de informacGes a respeito destes grupos de
fungos (Beneke & Rogers 1962, 1970, Rogers et al. 1970, Lyra & Milanez 1974,
Milanez et al. 1994, Pires-Zottarelli et al. 1996, Pires-Zottarelli 1999, Pires-Zottarelli &
Rocha 2007, Pires-Zottarellli & Gomes 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli 2009,
2010, entre outros), no entanto, para o Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC) néo
existia ainda nenhum relato da ocorréncia dos mesmos. Os Unicos estudos realizados
com a micota zoospérica no municipio de Cananéia sdo restritos a ecossistemas
marinhos (sedimentos de mangue e solos de dunas), estando resumidos em apenas trés
artigos publicados na década de 70 (Ulken 1970, 1972, Booth 1979).

Considerando-se a situacdo de degradacdo das areas de Mata Atlantica,
exaustivamente citada em literatura, e a relevancia desse bioma no Brasil e no Estado de

Sdo Paulo, o presente estudo teve como objetivo geral avaliar a riqueza e a diversidade
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de Blastocladiomycota e Chytridiomycota presentes nos ecossistemas aquaticos e
terrestres do Parque Estadual da Ilha do Cardoso, de modo a ampliar o conhecimento

destes grupos no pais.

Objetivos especificos

e Analise e comparacdo da riqueza e diversidade de taxons de
Blastocladiomycota e Chytridiomycota presentes na agua (rios, riachos e
cachoeiras) e no solo (préximo as margens dos corpos d"agua) do Parque
Estadual da llha do Cardoso (PEIC);

e Cultivo das espécies identificadas em meios de cultura especificos;

e Inclusdo das espécies no acervo do Instituto de Botanica (Colecdo de Culturas
de Algas, Fungos e Cianobactérias — CCIBt e Herbario SP);

e Extracdo, amplificagdo e purificagdo do DNA ribossomal com subsequente

sequenciamento das regifes 18S, ITS e 28S dos taxons cultivados.

Descricao da area de estudo

O Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC) (25°03°05°’- 25°18’18’S;
47°53°48°°-48°05°42°’W), administrado pelo Instituto Florestal da Secretaria do Meio
Ambiente do Estado de Sdo Paulo, abrange uma area de aproximadamente 22.500 ha, o
qual esta inserido no municipio de Cananéia, litoral sul do Estado de Séo Paulo. O PEIC
foi criado em 1962, com a intengédo de preservar a biodiversidade e conter as acOes e
empreendimentos imobiliarios iniciados na llha. Visava também, com a criacdo de um
Parque Natural, a paralisacdo da exploragdo dos sambaquis, fauna e flora e em adicdo,
estabelecer uma base de estudos da comissdo de Pré-Histdria e a implantacdo de um

Instituto de Pesquisa (Secretaria do Meio Ambiente 2001). Segundo Beccato (2004), a
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regido tornou-se Parque Estadual em 1962 devido, principalmente, a sua riqueza em
espécies, presentes nos diversos tipos de ecossistemas que compdem a llha.

De forma extraordinariamente irregular, com a por¢do norte muito larga,
estreitando-se abrupta e acentuadamente em direcdo ao sul (Barros et al. 1991), a ilha é
banhada a Leste pelo Oceano Atlantico, a Norte pelas 4guas da Baia de Trapandé, a
Oeste pelo Canal do Ararapira e ao Sul pelas aguas do mesmo canal que se prolonga até

a Barra do Ararapira (Negreiros et al. 1974) (Figura 1).

s

N
nbiota {,t,-‘;‘. Atlas/Biota w*a

591

2
Centro de Referencia em Informagao Ambiental
0 2 4 6 Bkm Ty

Figura 1: Mapa de localizac¢éo do Parque Estadual da llha do Cardoso, Cananéia, Estado
de Sdo Paulo, SP. As regides destacadas em verde correspondem a unidades de
conservacdo administradas pelo Instituto Florestal (IF). Fonte: Biota Fapesp -

(http://sinbiota.biota.org.br/)
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A topografia da ilha é predominantemente montanhosa, sendo a regido central
formada por um macico montanhoso continuo com altitude méxima de 814 metros,
cobertos por diferentes tipos de solos (Negreiros et al. 1974). O sistema de drenagem da
Ilha é do tipo radial, com rios que desaguam diretamente no mar (Giulietti et al. 1983).
O Rio Perequé é um rio de grande extensdo que corta o PEIC, o qual passa por areas de
Floresta Pluvial Tropical da Serra do Mar e por Floresta Pluvial Tropical da Planicie
Litoranea, e € por meio destas que recebe numerosos afluentes (Barros et al. 1991).
Segundo Pfeifer (1981) os cursos d’agua sdo tipicamente tropicais, pois ndo alteram
seus volumes anuais de escoamento com uma época de maior vazao que corresponde ao
verdo, e uma época de menor vazao entre os meses de julho e agosto. O autor afirma
ainda que esta densa rede de drenagem é a responsavel por transformar as regides de
baixada em um conjunto de restingas, canais e rios, pois ndo permite o seu completo
assoreamento. Como consequéncia da sua topografia muitos desses cursos d’agua
apresentam-se encachoeirados. De acordo com Adams (2000), os corpos d'agua
existentes no PEIC, dependentes da alta pluviosidade, apresentam pH &cido e baixo
contetdo de nutrientes, pois estdo associados ao substrato antigo e altamente lixiviado
do Pré-Cambriano ou ao substrato do Pleistoceno-Holoceno das restingas.

O clima na llha € classificado como megatérmico superimido, sem estacdo seca
definida, com temperatura média anual de 21,2 °C, sendo 0s meses de janeiro, fevereiro
e marco os de maior pluviosidade, e junho, julho e agosto, os de menor precipitacéo
(Ab'Saber 1977, Funari et al. 1987).

A vegetacéo existente do PEIC é extremante diversa, ocorrendo em sua extensao
praticamente todas as formas de fisionomias vegetais caracteristicas da faixa costeira de
Mata Atlantica, como: 1) vegetacdo de mangue, 2) vegetacao de restinga, 3) vegetacao

pioneira de dunas, 4) floresta tropical pluvial de planicie litoranea e 5) floresta pluvial
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da Serra do Mar (Barros et al. 1991). Em adicdo a essas formag0Oes, esses autores
destacam também a formacdo arbustiva de topos e as decorrentes da acdo do homem,

que podem ser tratadas conjuntamente como “vegetagdo secundaria” (Figura 2).

\LHA COMPRIOA
LHA DE CANANEIA e
@aiA DE TRAPANDE BARRA DE CaNANEW

CONTINENTE

CANAL DE
ARARAPIRA

Legenda

--- Limite estadual

I:] Faixa de areia nua

. Vegetacdo de mangue

||]]]]]] Vegetacéao pioneira de dunas

ESCALA Vegetacao de restingas

O- 1000 2000 m

- Floresta pluvial tropical de planicie litoranea
D Floresta pluvial tropical da Serra do Mar
. Formagao arbustiva dos topos

Il Area urbanizada

Figura 2: Diferentes tipos de formacdes vegetais existentes no Parque Estadual da Ilha

do Cardoso (PEIC). Fonte: Romanini (2006).
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O Nucleo Perequé, assim chamado em homenagem ao principal rio que corta
este nlcleo do PEIC, foi o escolhido para estudo por agregar diferentes formagdes
vegetais, por ser um centro de pesquisas cientificas, bem como, pela facilidade de

acesso, tornando as coletas seguras e representativas no parque (Figura 3).
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Figura 3: Mapa mostrando a localizacdo do Nucleo Perequé, na por¢do Nordeste do

PEIC. Fonte: Modificado de Gomes et al. (2007).
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RESUMO - (Diversidade de Blastocladiomycota e Chytridiomycota em corpos de agua
doce do Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC), Cananéia, Estado de S&o Paulo).
Para estudo da diversidade de Blastocladiomycota e Chytridiomycota do Parque
Estadual da llha do Cardoso (PEIC), situado em Cananéia, Estado de Séo Paulo, quatro
amostragens de 4gua doce foram realizadas em 15 locais, de Agosto/2012 a Junho/2013.
Em laboratério, aliquotas das amostras foram transferidas para placas de Petri
esterilizadas e os fungos zoosporicos iscados por meio da técnica de iscagem multipla.
Em 60 amostras, vinte e quatro tdxons foram identificados, 23 deles sdo pertencentes ao
filo Chytridiomycota e um ao Blastocladiomycota. Os valores dos indices de
diversidade Shannon (H’= 2,70), dominancia de Simpson (D= 0,10) ¢ Equitatividade
(E= 0,60) sdo indicativos de uma micota bastante diversa e com poucos taxons
dominantes. Todas as especies identificadas sdo primeira citagdo para o PEIC.
Entophlycis lobata Willoughby & Towley é citada pela primeira vez para o Estado de
Séo Paulo.

Palavras-chave: biodiversidade, Mata Atlantica, fungos zoospéricos.

ABSTRACT - (Diversity of Blastocladiomycota and Chytridiomycota in freshwater of
the “Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC)”, Cananéia municipality, Sdo Paulo
State). To study the diversity of Blastocladiomycota and Chytridiomycota in the
“Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC)” located at Cananéia of municipality, S&o
Paulo State, four sampling of freshwater samples were conducted at 15 sites, from
August 2012 to June 2013. In the laboratory, aliquots of these samples were transferred
to sterile petri dishes and the zoosporic fungi baited using the baiting technique. From
60 water samples collected were identified twenty-four taxa, 23 of them belonging to

Chytridiomycota and one to Blastocladiomycota. The values of Shannon diversity (H '=
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2.70), Simpson dominance (D = 0.10) and Evenness (E = 0.60) are indicative of a
diverse mycota with few taxa dominant. All species are the first record to the PEIC.
Entophlycis lobata Willoughby & Towley is mentioned for the first time to S&o Paulo
State.

Key words: Atlantic Rainforest, biodiversity, zoosporic fungi.
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Introducéo

Os representantes dos filos Blastocladiomycota e Chytridiomycota existem na
Terra ha pelo menos 400 milhdes de anos como indicado por registros fosseis do baixo
Devoniano (Taylor et al. 1992). Sdo grupos de crucial importancia para a evolucao das
demais formas de vida ao disponibilizar nutrientes para outros niveis troficos da cadeia
alimentar, por meio da decomposi¢cdo de tecidos de algas, plantas e animais (Powell
1993) e pela liberacdo dos zoosporos que sdo prontamente consumidos pelo
zooplancton (Kagami et al. 2004).

Estes fungos estdo distribuidos globalmente do artico aos trépicos e podem ser
encontrados em todos os tipos de habitats de &gua doce como cachoeiras, rios, riachos,
lagos, lagoas, terrenos permanentemente ou temporariamente alagados, com poucas
espécies em ambiente marinho (Sparrow 1960, Marano et al. 2011). Atuam como
saprobios ou parasitas de algas, plantas, invertebrados, outros fungos, oomicetos e
anfibios, podendo controlar estas populacfes, ou até mesmo acarretar grande declinio
(Shearer et al. 2007).

Representantes desses filos produzem esporos flagelados (zodsporos) durante o
processo de reproducdo assexuada, flagelo este liso, posteriormente inserido
(Alexopoulos et al. 1996). Chytridiomycota é considerado o grupo mais basal dentro do
reino dos fungos (James et al. 2006), possuindo 706 espécies distribuidas atualmente
em oito ordens, Chytridiales, Cladochytriales, Lobulomycetales, Polychytriales,
Rhizophlyctidales, Rhizophydiales, Spizellomycetales e Monoblepharidales (Sparrow
1942, Letcher et al. 2006, 2008, Kirk et al. 2008, Mozley-Standridge et al. 2009,
Simmons et al. 2009, Wakefield et al. 2010, Longcore & Simmons 2012), inseridas em
duas classes, Chytridiomycetes e Monoblepharidomycetes. Ja Blastocladiomycota, filo

criado a partir de Blastocladiales (ordem que anteriormente pertencia ao Filo
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Chytridiomycota), possui uma Unica classe e € composto por 179 espécies (Kirk et al.
2008), cujos representantes divergem do clado das quitridias e sdo considerados grupo
irmao juntamente com Zygomycota, Glomeromycota e Olpidium (James et al. 2006).
Apesar da importancia desses filos, sdo ainda poucos os estudos realizados no
Brasil, especialmente se considerarmos a extens&o e a riqueza em termos de diversidade
de ecossistemas existentes em nosso pais. Este fato é especialmente devido ao pequeno
namero de especialistas no pais e a dificuldade de isolamento, identificacdo e cultivo
destes fungos. Letcher & Powell (2005) ressaltam a dificuldade de isolamento e
manutencdo da maioria dos isolados destes filos em meios de cultura, pois apresentam
morfologia do talo muito simples e variavel. De acordo com levantamento de todos os
grupos de organismos zoosporios heterotroficos da América do Sul, elaborado por
Steciow et al. (2012), sdo conhecidos no Brasil 18 tdxons do Filo Blastocladiomycota e
121 de Chytridiomycota, sendo a maioria deles citados para regites de Mata Atlantica,
especialmente do Estado de S&o Paulo (http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2013)
evidenciando, numericamente, a importancia do Estado e dos pesquisadores nele
existentes no reconhecimento taxonémico destes fungos para o pais. No entanto, apesar
de existirem muitos estudos que foram conduzidos em ecossistemas de agua doce de
areas de Mata Atlantica (Beneke & Rogers 1962, 1970, Rogers et al. 1970, Pires-
Zottarelli et al. 1996, Schoenlein-Crusius & Milanez 1998, Pires-Zottarelli 1999, Pires-
Zottarelli & Rocha 2007, Pires-Zottarellli & Gomes 2007, Nascimento & Pires-
Zottarelli 2009, 2010, entre outros), ndo existiam investigacdes no Parque Estadual da
Ilha do Cardoso (PEIC). Para a regido de Cananeia ha apenas alguns estudos realizados
na déecada de 70 (Ulken 1970, 1972, Booth 1979), entretanto, sdo restritos aos ambientes
marinhos, ou regides associadas, sendo de fundamental importancia que as espécies

presentes nos ambientes aquaticos sejam estudadas e documentadas, antes que os efeitos
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antrdpicos possam afetar a riqueza e a fungdo das mesmas nos diferentes ecossistemas.
E também imprescindivel que culturas destes fungos sejam mantidas em colecdes, de
forma a permitir a conservacdo das espécies, bem como para futuras investigaces
filogenéticas, como ressaltado por Shearer et al.(2004). Diante do exposto, 0s objetivos
deste estudo foram analisar e comparar a riqueza e a diversidade dos fungos zoosporicos
dos filos Blastocladiomycota e Chytridiomycota em ambientes de agua doce do Parque
Estadual da llha do Cardoso, importante fragmento de Mata Atlantica que contempla

diversas formacoes vegetais.

Material e Métodos

Descricdo da area de estudo

Situado na costa Sul do Estado de Sdo Paulo, no municipio de Cananéia, entre 0s
paralelos 25°03°05°” e 25°18°18°’S e os meridianos 47°53°48’e 48°05°42°°W, o Parque
Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC) abrange uma area de 22.500 hectares, com distintas
formag0es vegetais, que representam uma amostra em escala reduzida da diversidade de
fitofisionomias presentes na Mata Atlantica do Brasil (Barros et al. 1991). A regido
central do PEIC atinge cerca de 800 metros de altitude devido a presen¢a de um macico
montanhoso, coberto nas porcOes alta e média por Floresta Pluvial da Serra do Mar e
Formacdo Arbustiva de Topos, ocorrendo nas regides mais baixas as Florestas Pluviais
da Planicie Litoranea, Restingas, Vegetacdo Pioneira de Dunas e Manguezais. O clima
da regido, segundo classificacdo de Koppen, se enquadra como Cfa, mesotérmico
umido, sem estacdo seca definida, com temperatura média anual de 21,2 °C, sendo 0s
meses de janeiro, fevereiro e marco os de maior pluviosidade, e junho, julho e agosto,

0s de menor precipitacdo (Ab'Saber 1977, Funari et al. 1987). A presenca de um macico
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montanhoso central, a grande quantidade de chuvas e os variados tipos de vegetagéo,
possibilitam a formacdo de diferentes e numerosos corpos de agua doces (Barros et al.

1991).

Metodologia de coleta, iscagem, isolamento, purificacdo, identificacdo e
preservacdo dos taxons de Blastocladiomycota e Chytridiomycota

Foram realizadas quatro coletas (Agosto e Novembro de 2012 e Fevereiro e
Junho de 2013), no Nucleo Perequé, localizado na porcédo nordeste do PEIC, area
cortada por intimeros corpos d’ dgua doce que permeiam diferentes tipos de formacgdes
vegetais existentes na ilha. Destes, quinze foram amostrados (Figuras 1-16), os quais
sdo formados pelo Rio Perequé e seus afluentes. Em campo, foram mensuradas algumas
variaveis abidticas, como temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg.L™) e
condutividade elétrica (uS.cm™) com auxilio dos aparelhos U-10/U-51 Horiba, de forma
a caracterizar a agua dos locais amostrados. Em laboratério, aliquotas das amostras (30
ml) foram colocadas em placas-de-Petri, juntamente com substratos de origem animal e
vegetal coletados nos locais amostrados, e submetidas a técnica de iscagem multipla
descrita em Milanez (1989), que consiste na adi¢do de substratos celulésicos (celofane,
epiderme de cebola, palha de milho e sementes de Sorghum), queratinosos (ecdise de
cobra e cabelo loiro de crianca) e quitinoso (exoesqueleto de camardo), bem como,
grdos de polen de Pinus sp. Com excecao dos grdos de polen e cabelo loiro de crianga,
as demais iscas foram padronizadas em fragmentos de 1 cm de didmetro, sendo
colocados dois de cada nas amostras. Estas amostras foram mantidas em laboratdrio,
temperatura controlada em aproximadamente 21°C, e ap0s uma semana as iscas foram
observadas e 0s especimes de fungos zoospdricos isolados em novas iscas e/ou meios de
culturas especificos (PmTG — 0,4 g/L de leite peptonizado, 0,4 g/L de triptona e 10 g/L
de agar e mPmTG - 0,2 g/L de leite peptonizado, 0,2 g/L de triptona e 10 g/L de &gar),

com adicao de 200mg/L de sulfato de estreptomicina e penicilina G (Longcore 1995).
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Os espécimes isolados foram identificados com auxilio dos trabalhos
monograficos de Sparrow (1960) e Karling (1977), bem como, das descri¢des originais
e preservados em tubos com meio de cultura (PmTG), sendo entdo incorporados na
Colecdo de Culturas de Algas, Fungos e Cianobactérias do Instituto de Botanica de Sdo
Paulo (CCIBt). Para 0s que ndo cresceram nos meios de culturas testados, foram
preparadas laminas semipermanentes com lactofenol e azul de algod&o, as quais foram
incorporadas ao Herbéario do Instituto de Botanica (SP). Todas as espécies identificadas
foram documentadas por meio de fotografias realizadas em equipamento de captura de
imagem Leica Qwin V3, para disponibilizacdo das mesmas em diferentes midias.

A frequéncia (%) dos taxons identificados foi calculada mediante a contagem
dos numeros de unidades amostrais colonizadas pelo taxon/nimero de unidades
amostrais examinadas x 100, onde cada local de coleta foi considerado uma unidade
amostral (Jesus et al. 2013). Para determinacdo da frequéncia mensal o mesmo célculo
foi efetuado, no entanto, cada més de coleta foi considerado como uma unidade
amostral. A abundancia dos espécimes foi calculada com base na presenca ou auséncia
de determinado taxon em cada tipo de isca/numero total de iscas examinadas x 100 (Zak
& Willig 2004). A estrutura da comunidade foi calculada por meio da (i) riqueza de
espécies (S); (ii) indice de diversidade de Shannon () = - ¥'3_, pi.logn(pi), onde pi é
a proporcao de espécies na comunidade; (iii) equitatividade (E) = H’/H’ nax, onde H’ max

¢ o maximo valor da diversidade do numero de taxons presentes; (iv) indice de

dominéncia de Simpson (D) = 1- ziszl(pi)2 calculado com base na abundancia (Zak

& Willig 2004).



Figuras 1-6. Corpos d’agua doce amostrados no PEIC. Al. Cachoeira do Perequé

(corredeira). A2. Cachoeira do Perequé (remanso). A3. Afluente do Rio Perequé. A4.
Poco das Antas (parte superior). A5. Poco das Antas (corredeira). A6. Poco das Antas

(parte inferior).



Figuras 7-12. Corpos d’agua doce amostrados no PEIC. A7. Rio Perequé (remanso).

A8. Rio Perequé (parte inferior). A9-A10. Pocas na trilha Transcardoso. Al1l. Riacho
(sem nome) localizado atrds da comunidade residente no Nucleo Perequé. A12. Riacho

(sem nome) localizado préximo a comunidade residente no Nucleo Perequé.
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Figuras 13-16. Corpos d’agua doce amostrados no PEIC. A13. Riacho (sem nome)

localizado ao lado dos palmiteiros proximo a comunidade residente do Nucleo Perequé.
Al4. Riacho (sem nome) localizado proximo a comunidade residente do Ndcleo
Perequé. Al15-16. Riacho (sem nome) localizado proximo a base de pesquisas do

Nucleo Perequé.

A distribuicdo geografica das espécies baseou-se em literatura (Milanez et al.
2007), complementada com trabalhos mais recentes. O sistema utilizado para a
classificagdo dos taxons identificados foi o contido em Kirk et al. (2008), atualizado
com os trabalhos de proposi¢do da ordem Cladochytriales (Mozley-Standrigde et al.

2009) por apresentar dados moleculares, ultraestruturais e nomenclaturais consistentes.
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Resultados e discussao

Caracterizacdo abiotica da agua dos locais amostrados

Foi observada grande heterogeneidade com relacdo aos fatores abidticos
mensurados na agua nos meses e locais amostrados (Tabela 1). A maioria dos locais de
coleta apresentou baixos valores de condutividade elétrica; no entanto, quatro locais
(All, Al2, Al13 e Al4) apresentaram valores médios de condutividade elétrica mais
elevados e baixos teores de oxigénio dissolvido. A12 e Al13 possuem &guas de
coloracdo marrom-escura, reflexo da entrada de material vegetal e substancias humicas
do solo. Ja A1l e Al4 localizam-se muito proximos a comunidade residente no Ndcleo
Perequé, e os resultados obtidos podem apontar alguma influéncia indireta da
comunidade, provavelmente devido a entrada de matéria organica nestes corpos d agua.
Entretanto, os locais se mostraram geralmente bem oxigenados, com teores mais altos
na Cachoeira (A2), e mais baixos em corpos d"agua localizados mais proximos a
comunidade do Perequé (All a Al5). A temperatura da agua apresentou flutuacdes
conforme a estacdo do ano, mais elevada nas coletas realizadas em épocas mais quentes
(novembro/2012 e fevereiro/2013), e mais baixa nos meses mais frios (agosto/2012 e
junho/2013). O pH da agua variou de &cido a neutro, com prevaléncia de pH acido, com

menor valor médio de 4,2 no A13.
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Tabela 1. Fatores abidticos mensurados na agua dos locais amostrados no Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC), Cananéia, SP. sd* = sem

dados devido aos problemas apresentados pelo sensor de oxigénio do equipamento U-10 Horiba. DP = desvio padrao.

Fator abiético pH Condutividade elétrica (uS.cm™) Oxigénio dissolvido (mg.L™) Temperatura (°C)
Locais de . Média + . Média + . Média + . Média +
coleta/meses ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 DP ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 DP ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 DP ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 DP
Al 56 7 57 58 60+07 0047 0051 0051 0,065 06036‘; 84 79 97 85 86+08 18 21 23 19  20+2
A2 57 66 61 59 61+04 0039 0043 0043 0,046 060303; 83 75 104 92 89+12 18 21 23 19 202
A3 53 55 58 56 5602 0042 0057 0052 0049 UD% 64 33 65 73 59+18 18 22 24 18  21%3
A4 63 59 63 58 61+03 0049 0053 005 0081 Oéogfsi 88 7 104 88 88+14 18 22 24 19 2143
0,047 +
A5 63 58 65 63 62£03 0049 0052 0034 0051 07 85 sd* 93 89 18 22 24 19 21#3
A6 57 52 65 64 60+06 0049 0054 005 0051 0603321' 74 st 106 83 18 2 23 19 2142
A7 64 52 64 63 61+06 0049 0053 0049 0,049 06038; 47  sd* 89 17 19 2 23 19 21#2
A8 64 54 64 64 62+05 0047 0046 0049 0,049 0603321 71 sd* 84 97 18 2 24 19 21#3
A9 49 54 44 45 48+05 008 0063 0046 0,053 060311; 66 st 49 7 23 24 25 19 2343
A10 62 43 49 59 53+09 0042 0041 0035 004 0603831 74 24 59 97 64%31 22 23 25 20 2342
ALl 67 61 56 59 61+05 0564 0423 0068 0,075 0623535 23 29 49 57 40+16 20 22 24 20  22+2
0,442 +
A12 44 55 38 4 44208 005 122 03 0096 oo 25  sd* 59 24 19 23 24 20 2242
0132+
A13 45 46 38 4  42+04 0056 0067 031 0094 24  st* 93 33 19 23 24 20 2242

0,120
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Fator abiético pH Condutividade elétrica (uS.cm™) Oxigénio dissolvido (mg.L™) Temperatura (°C)
Locais de . Média + . Média + . Média + . Média +
coleta/meses ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 DP ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 DP ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 DP ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 DP
0,135 +
Al4 5,7 5,6 49 438 53+05 0198 0,202 0,081 0,06 0.075 2,4 sd* 43 8,7 19 25 24 18 22+4
Al5 50 51 59 6 57+04 0045 006 0081 0053 00f 34 33 95 4 51£30 20 23 25 21 2242

0,015
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Ocorréncia e distribuicdo dos taxons de Blastocladiomycota e Chytridiomycota
identificados no periodo de estudo

Foram identificados 24 taxons, 22 em nivel especifico, das 60 amostras
analisadas, com 112 ocorréncias (Tabela 2). Os valores dos indices de diversidade de
Shannon (H’= 2,3), dominancia de Simpson (D = 0,1) e equitatividade (E = 0,8),
indicam uma comunidade diversa com poucos taxons dominantes, similar aos resultados
de Marano et al. (2008) para ecossistemas aquaticos da Argentina e de Nascimento et
al. (2011) para areas de Cerrado do Estado de Séo Paulo.

Os téaxons identificados estdo distribuidos nos filos Blastocladiomycota e
Chytridiomycota, agrupados neste estudo dentro de trés classes (Blastocladiomycetes,
Chytridiomycetes e Monoblepharidomycetes) e cinco ordens (Blastocladiales,
Chytridiales, Cladochytriales, Rhizophydiales e Monoblepharidales), com maior
representatividade do Filo Chytridiomycota (96%). Chytridiales foi a ordem mais
representada, com 14 taxons (58%) e Chytridiaceae a familia com o maior nimero de
espécies, 33% do total (Tabela 2).

A maioria dos téxons identificados € considerada cosmopolita e ja foi
anteriormente relatada no pais (Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli & Rocha, 2007,
Pires-Zottarelli & Gomes 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli 2009, 2012); no entanto,
todos sdo primeiros registros para o PEIC. Entophlyctis lobata é citado pela primeira
vez para o Estado de S&do Paulo. Dentre os taxons identificados, seis deles,
Chytriomyces appendiculatus , C. spinosus Cladochytrium replicatum , C. tenue,
Nowakowskiella multispora e Polychytrium aggregatum ocorreram durante todo o
periodo amostrado (100% de frequéncia). Rocha (2004), Nascimento & Pires-Zottarelli
(2009) e Nascimento et al. (2011) também relataram a predominancia de C.

appendiculatus e C. replicatum em ecossistemas aquaticos; no entanto, a baixa
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frequéncia de C. spinosus relatado por Nascimento & Pires-Zottarelli (2009) néo
ocorreu no PEIC, tendo sido esta espécie a segunda mais frequente. Como também
relatado por Marano et al. (2008) e Nascimento et al. (2011), a maioria dos tdxons em
ecossistemas aquaticos apresentaram baixos valores de frequéncia de ocorréncia, como
foi observado para Catenochytridium sp., Diplophlyctis asteroidea, D. complicata,
Entophlyctis luteolus, E. lobata, Gonapodya prolifera, Karlingiomyces granulatus,
Karlingiomyces sp., Phlyctochytrium aureliae, P. furcatum , Rhizophydium coronum e
R. elyense, os quais foram encontrados somente em uma das coletas (25% de
frequéncia). A presenca de Gonapodya prolifera dentre as espécies menos frequentes,
também foi relatada por Nascimento et al. (2011) para os Cdrregos do Cortado e
Capitinguinha no Cerrado da Reserva Bioldgica de Mogi Guacu. Dentre as espécies
mais frequentes, Chytriomyces spinosus e Cladochytrium replicatum apresentaram 0s
maiores valores de abundancia (2,22% e 2,64%, respectivamente). O més de novembro
de 2012 apresentou maior nimero de tdxons e ocorréncias, com 17 taxons identificados
e 36 ocorréncias dos mesmos. Sete (41%) destes 17 taxons identificados ocorreram
exclusivamente em novembro, entre eles, Phlyctochytrium furcatum, Diplophlyctis
asteroidea, Karlingiomyces sp., K. granulatus, Catenochytrium sp., Rhyzophydium

coronum e R. elyense (Tabela 2).
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Tabela 2. Blastocladiomycota e Chytridiomycota de amostras de agua doce do Parque Estadual
da Ilha do Cardoso nos diferentes meses de coleta. * Primeira citacdo para o Estado de S&o

Paulo. F(%) = frequéncia e A (%) = abundancia.

Taxons /meses ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 F (%) A (%) Total
REINO FUNGI
FILO BLASTOCLADIOMYCOTA
BLASTOCLADIOMYCETES
BLASTOCLADIALES
CATENARIACEAE
Catenophlyctis variabilis (Karling) Karling 3 2 1 0 75 0,83
FILO CHYTRIDIOMYCOTA
CHYTRIDIOMYCETES
CHYTRIDIALES
CHYTRIDIACEAE

Chytriomyces appendiculatus Karling 4 2 4 1 100 1,53
C. hyalinus Karling 2 1 0 0 50 0,42
C. spinosus Fay 6 2 4 4 100 2,22
Phlyctochytrium aureliae Ajello 1 0 0 0 25 0,14
P. furcatum Sparrow 0 1 0 0 25 0,14
Karlingiomyces dubius (Karling) Sparrow 0 0 1 1 50 0,28
K. granulatus (Karling) Sparrow 0 1 0 0 25 0,14
Karlingiomyces sp. 0 2 0 0 25 0,28
ENDOCHYTRIACEAE
Entophlyctis luteolus Longcore 2 0 0 0 25 0,28
E. lobata Willoughby & Towley* 0 0 0 1 25 0,14
Diplophlyctis asteroidea Dogma 0 2 0 0 25 0,28
D. complicata (Willoughby) Dogma 1 0 0 0 25 0,14
D. intestina (Schenk) Schréter 0 3 0 1 50 0,56
D. sarcoptoides (H.E. Petersen) Dogma 1 0 0 1 50 0,28
CLADOCHYTRIALES
CLADOCHYTRIACEAE
Cladochytrium replicatum Karling 6 7 3 3 100 2,64
C. tenue Nowakowski 3 2 4 2 100 1,53
Polychytrium aggregatum Ajello 1 2 5 2 100 1,39
INCERTAE SEDIS
Catenochytridium sp. 0 1 0 0 25 0,14
NOWAKOWSKIELLACEAE
Nowakowskiella hemisphaerospora Shanor 0 2 1 2 75 0,69
N. multispora Karling 2 4 2 1 100 1,25

RHIZOPHYDIALES
RHIZOPHYDIACEAE
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Taxons /meses ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 F (%) A (%) Total
Rhizophydium coronum Hanson 0 1 0 0 25 0,14
R. elyense Sparrow 0 1 0 0 25 0,14

MONOBLEPHARIDOMYCETES
MONOBLEPHARIDALES

GONAPODYACEAE
Gonapodya prolifera (Cornu) Fischer 0 0 0 1 25 0,14
Total de taxons 12 17 9 11
Total de ocorréncias 32 36 25 19 112
REINO FUNGI

FILO BLASTOCLADIOMYCOTA
BLASTOCLADIOMYCETES
BLASTOCLADIALES

CATENARIACEAE

Catenophlyctis variabilis (Karling) Karling, American Journal of Botany 52: 134. 1965.
Basionimo: Phlyctorhiza variabilis Karling, American Journal of Botany 34: 27. 1947.
Figuras 17-20

Talo eucarpico, monocéntrico ou policéntrico, intramatrical. Sistema rizoidal
surgindo a partir de varios pontos do zoosporangio. Zoosporangios lisos, irregulares,
elipticos, 22-30 x 28-32 um, e ovais, 25-40 x 31-32 um. Liberacdo dos zoGsporos e
producdo de esporos de resisténcia ndo observados.
Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprébio em ecdise de cobra, amostras de agua, 21-VI11-2012, 22-V111-2012,
6-X1-2012, 7-V1I-2012, 26-11-2013; G.H. Jerénimo s.n (SP 445991).
Distribuicdo no Brasil: Amazonas, Minas Gerais, Pernambuco, Piaui, Sdo Paulo
(Schoenlein-Crusius et al. 2006, Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli & Gomes 2007,

Nascimento & Pires-Zottarelli 2010, Jesus et al. 2013).
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Comentarios: Karling (1946) inicialmente nomeou essa espécie como Perirhiza
endogena, mas nesta ocasido nenhuma diagnose foi feita pelo autor. Pouco depois,
Hanson (1946) estabeleceu o género Phlyctorhiza e a espécie Phlyctorhiza endogena, a
qual foi transferida para Phlyctorhiza variabilis por Karling (1947a), a partir de entdo,
validamente publicada. Karling (1947a) descreveu P. variabilis como eucarpica,
monocéntrica, a qual poderia ocasionalmente desenvolver talos policéntricos. Esta
caracteristica foi posteriormente rejeitada pelo proprio autor (Karling, 1951), que
observou que a producdo de talos policéntricos também era bastante significativa, e que
naturalmente ocorria a formacdo de cepas monocéntricas e policéntricas, mas a
abundante producdo de talos policéntricos, similares aos que ocorriam no género
Catenaria, o fez questionar a classificacdo de P. variabilis, classificado na familia
Catenariaceae dentro da ordem Blastocladiales. Rothwell (1956) em um estudo
fisiolégico mostrou que esta espécie crescia bem em uma variedade de meios sintéticos
e por isso ndo podia ser tratada como estritamente queratinofilica. Karling (1965)
propbs entdo uma nova combinacdo, e assim o género Phlyctorhiza estabelecido por
Hanson (1946), foi renomeado para Catenophlyctis e a espécie Catenophlyctis variabilis
estabelecida. De acordo com Karling (1965), a presenca de um rizomicélio
extremamente fino e longo, pode causar confusdo sobre o monocentrismo ou
policentrismo do talo, pois geralmente somente os rizéides proximos aos zoosporangios
podem ser visualizados, caracteristica observada nos isolados do PEIC, o que concorda
com os espécimes descritos por Karling (1965) e Nascimento & Pires-Zottarelli (2010,
2012). A liberacdo dos zodsporos e a producdo de esporos de resisténcia ndo foi
observada, concordando com Rocha & Pires-Zottarelli (2002), Pires-Zottarelli & Gomes

(2007) e Nascimento & Pires-Zottarelli (2010, 2012) para os isolados brasileiros.
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Figuras 17-20. Catenophlyctis variabilis (Karling) Karling. 17. Talo policéntrico. 18.

Zoosporangio irregular. 19. Tubo de liberacdo dos zodsporos. 20. Zoosporangio

ovalado. Barras = 10 pm.

FILO CHYTRIDIOMYCOTA
CHYTRIDIOMYCETES
CHYTRIDIALES

CHYTRIDIACEAE

Chytriomyces appendiculatus Karling, Bulletin of the Torrey Botanical Club 74: 335.
1947.
Figuras 21-26

Talo monocéntrico, eucarpico, extra-intramatrical. Zoosporangios nao
apofisados, operculados, apendiculados, lisos, hialinos quando jovens, tornando-se

marrom-amarelados e com parede espessa com a idade, variaveis em forma e tamanho,
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reniformes, 20-45 x 40-112 pm. Rizoides ramificados, tornando-se espessos quando
velhos. Zoosporos esféricos, 5-7,5 um diam., ou ovais, 5-7,5 x 5-7,5 ym, com uma
goticula lipidica. Esporos de resisténcia lisos, coloracdo ambar e conteudo interno
granular com um vacutolo central conspicuo, predominantemente esféricos, 15-20 pm
diam., subesféricos, 15-20 x 12,5-17,5 um, ocasionalmente ovais, 20-25 x 12,5-17,5
Km; germinacao ndo observada.

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananeia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em exoesqueleto de camardo, amostras de agua, 21-VI111-2012, 22-
VII1-2012, 6-X1-2012, 26-11-2013, 27-11-2013, 04-VI1-2013; G.H. Jer6nimo s.n (SP
445874).

Distribuicdo no Brasil: Minas Gerais, Sdo Paulo (Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli
& Gomes 2007, Pires-Zottarelli & Rocha 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli 2009,
2010, 2012, Jesus et al. 2013).

Comentarios: Chytriomyces appendiculatus é prontamente distinguivel das outras
espécies do género por apresentar zoosporangios operculados apendiculados,
extremamente variaveis em forma e tamanho. Segundo Karling (1947b), alguns
espécimes podem atingir até 250 um didm., e por isso considerada a maior espécie do
género. A caracteristica apendiculada do zoosporangio pode ser atribuida a um processo
de espessamento desigual da parede durante o desenvolvimento dos zodsporos.
Consequentemente, a expansdo e crescimento parecem ser retardados em um dos lados
e 0 zoosporangio aumenta e expande-se no lado oposto, tornando-se assimétrico,
possibilitando assim, a formacdo de multiplos formatos e tamanhos. Os zoosporangios
examinados sdo menores que os descritos por Karling (1947b), que cita zoosporangios

irregulares de 20-180 x 35-250 pm, mas concordam com Pires-Zottarelli & Gomes
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(2007) e Nascimento & Pires-Zottarelli (2009). O tamanho dos zo6sporos e esporos de

resisténcia estdo de acordo com a descricao original de Karling (1947b).

Figuras 21-26. Chytriomyces appendiculatus Karling. 21. Zoosporangios em meio de

cultura PMTG. 22. Inicio de desenvolvimento dos zoosporangios. 23-24. Zoosporangios

irregulares. 25. Esporos de resisténcia. 26. Zoosporos encistados. Barras = 10 pm.
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Chytriomyces spinosus Fay, Mycologia 39: 152. 1947.
Figuras 27-29

Talo eucérpico, monocéntrico, extra-intramatrical. Rizoides ramificados e
longos surgindo da porc¢éo basal do zoosporangio. Zoosporangios hialinos, operculados,
obpiriformes, 20-37,5 x 25-40 um, alguns esféricos, 22,5-50 um diam; parede com
ornamentacdes conicas em forma de espinhos simples. Zoosporos esféricos, 3-6 pm
diam. subesféricos, 5-10 x 5-7,5 um, com uma Unica goticula lipidica hialina. Esporos
de resisténcia ndo observados.
Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananeia, Parque Estadual da lIlha do
Cardoso, saprobio em epiderme de cebola e palha de milho, amostras de agua, 21-VI1lI-
2012, 22-VI111-2012, 6-X1-2012, 7-X1-2012, 26-11-2013, 27-11-2013, 04-V1-2013, 05-
VI1-2013; G.H. Jerénimo s.n (SP 445877).
Distribuicdo no Brasil: Amazonas, Piaui, Sdo Paulo (Milanez et al. 2007, Pires-
Zottarelli & Gomes 2007, Pires-Zottarelli & Rocha 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli
2009, 2012).
Comentarios: A principal caracteristica de C. spinosus é a producdo de zooporangios
operculados ornamentados com espinhos simples. Segundo Fay (1947), a ornamentacéo
pode ser observada nos estagios iniciais de desenvolvimento dos zoosporangios e
inicialmente os espinhos sdo similares a papilas, caracteristica observada nos isolados
do PEIC. No entanto, a presenca de espinhos bifurcados como descrito por Fay (1947) e
Pires-Zottarelli & Gomes (2007), ndo foi observada nos isolados examinados,
concordando com os descritos por Nascimento & Pires-Zottarelli (2009). De acordo
com Fay (1947), durante o desenvolvimento, uma grande quantidade de material
Viscoso, opaco e homogéneo, se acumula no apice do zoosporangio, empurrando 0s

zoosporos para a regido basal, enquanto a regido proxima ao opérculo parece
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relativamente vazia, caracteristica observada na maioria dos isolados do PEIC. Ainda
segundo a autora, 0s zo6sporos sdo liberados em uma matriz gelatinosa hialina e podem
permanecer imdveis por até 60 minutos antes da dispersdo, mecanismo ndo observado
nos isolados examinados. As caracteristicas dos zoosporangios examinados concordam
com a descricdo de Fay (1947), Pires-Zottarelli & Gomes (2007) e Nascimento & Pires-
Zottarelli (2009, 2012) e dos zoo6sporos concordam com a descricdo de Pires-Zottarelli

& Gomes (2007).

Phlyctochytrium aureliae Ajello, Mycologia 37: 110. 1945.
Figura 30

Talo eucarpico, monocéntrico, extra-intramatrical. Sistema rizoidal delicado e
ramificado. Zoosporangios inoperculados, hialinos, esféricos 10-27 pm diam. e
subesféricos 25-27 x 20-25 um, ornamentados com espinhos bifurcados. Liberacdo dos
zoosporos e producdo de esporos de resisténcia ndo observados.
Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprébio em epiderme de cebola, palha de milho e graos de pdlen, amostras de
agua, 21-V111-2012; G.H. Jer6nimo s.n (SP 445894).
Distribuicdo no Brasil: Sdo Paulo (Pires-Zottarelli & Gomes 2007, Nascimento &
Pires-Zottarelli 2009, 2012).
Comentarios: A principal caracteristica de P. aureliae é a producdo de zoosporangios
hialinos, apofisados, ornamentados com espinhos bifurcados. Segundo Ajello (1945)
nenhuma outra espécie do género produz zoosporangios com este tipo de ornamentacao.
Os zoosporangios examinados concordam com a descri¢do original, mas sé@o pouco
menores que o0s descritos por Pires-Zottarelli & Gomes (2007) e Nascimento & Pires-

Zottareli (2009, 2012), as quais citam de 25-37,5 pum diam. e 20-50 pm diam.,
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respectivamente. Essa espécie foi citada pela primeira vez para o Brasil por A.l
Milanez nos municipios de Limeira, Pedrinhas e Riacho Grande, Estado de Sao Paulo

(Pires-Zottarelli & Gomes, 2007).

Phlyctochytrium furcatum Sparrow, Archiv fur Mikrobiologie 3: 180. 1966.
Figuras 31-32

Talo eucarpico, monocéntrico, extra-intramatrical. Sistema rizoidal delicado,
ramificado, surgindo de apdfises esféricas e compostas, 10-12 um diam. Zoosporangios
inoperculados, hialinos, apofisados, irregulares 20-25 x 25-30 pum, com variavel niUmero
de eixos (3 a 5) cada um com dois pares de espinhos hialinos terminais. Liberacdo dos
zoosporos e formacéo de esporos de resisténcia nao observados.
Material examinado: BRASIL. S8o Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprébio em epiderme de cebola, amostras de agua, 6-X1-2012; G.H. Jerdnimo
s.n (SP 445895).
Distribuicdo no Brasil: Sdo Paulo (Milanez et al. 2007).
Comentarios: As principais caracteristicas de P. furcatum sdo a producdo de
zoosporangios ornamentados com dois pares de espinhos hialinos terminais e presenca
de grandes apoOfises compostas. A visualizacdo das apofises compostas pode ser
problematica quando a mesma se desenvolve em grdos de pélen, pois o sistema rizoidal
fica imerso no substrato, como relatado por Sparrow (1966). Como os isolados do PEIC
foram encontrados em epiderme de cebola, a presenca desta estrutura pdde ser
facilmente visualizada. Sparrow (1966) compara P. furcatum com P. dentatum (Rosen)
de Wild, P. dentiferum Sparrow e P. urceolare Sparrow, mas assume que o formato dos
zoosporangios juntamente com a posigdo dos espinhos sdo unicas em P. furcatum. Os

zoosporangios concordam com Sparrow (1966), embora os isolados examinados tenham
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mostrado menor plasticidade morfoldgica. Os isolados do PEIC ndo produziram esporos
de resisténcia. Esta espécie foi citada no Brasil por Booth (1979) de solo de dunas de

Cananeia, Sao Paulo; no entanto, o autor ndo descreveu o especime coletado.

Figuras 27-29. Chytriomyces spinosus Fay. 27. Zodsporos encistados. 28. Zoosporangio

ornamentado. 29. Zoosporangios vazios. Figura 30. Phlyctochytrium aureliae Ajello.
Zoosporangio ornamentado. Figuras 31-32. Phlyctochytrium furcatum Sparrow. 31-32.
Zoosporangio ornamentado com espinhos terminais e presenca de apofises compostas.

Barras = 10 pm.
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Karlingiomyces dubius (Karling) Sparrow, Aquatic Phycomycetes, 2" ed., p. 561,
1960.
Basionimo: Karlingia dubia Karling. Mycologia, 41: 513. 1949.
Figuras 33-35

Talo eucarpico, monocéntrico, extramatrical. Sistema rizoidal ramificado com
numerosas constri¢cbes surgindo de varias por¢es do zoosporangio. Zoosporangios
lisos, hialinos, exoperculados, esféricos, 27,5-52,5 um diam; subesféricos, 30-62,5 x 25-
55 um e ovais, 45-62,5 x 27,5-50 um, formando até 2 papilas de descarga. ZoGsporos
encistados, 7 um diam. hialinos, com uma Unica goticula lipidica. Esporos de resisténcia
abundantes, coloracdo ambar, esféricos, 12,5-27,5 um diam; e ovais, 10-25 x 12,5-27,5
um, apresentando numerosas ornamentagdes rugosas a verrucosas, contetido granular.
Material examinado: BRASIL. S8o Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprébio em exoesqueleto de camardo, amostras de agua, 26-11-2-13, G.H.
Jerdnimo s.n (SP 445879).
Distribuicdo no Brasil: Sdo Paulo (Schoenlein-Crusius et al. 2006, Milanez et al. 2007,
Pires-Zottarelli & Rocha 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli 2012, Jesus et al. 2013).
Comentarios: Segundo a descricdo original de Karling (1949), as caracteristicas
principais que distinguem esta espécie sao 0s esporos de resisténcia de parede rugosa a
verrucosa de coloracdo ambar e o exopérculo. Além disso, 0s zodsporos sao
consideravelmente maiores que 0s anteriormente descritos para as espécies deste
género. Outra caracteristica notdvel de K. dubius s&o os rizoides irregularmente
constrictos de parede espessa, principalmente em talos maduros. As constricdes dos
rizoides, no entanto, ndo ocorrem em todos 0s espécimes e numerosos talos podem ser
lisos com poucas ou nenhuma constri¢do (Karling, 1949), caracteristica observada nos

especimes do PEIC. As caracteristicas dos zoosporangios examinados concordam com
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os descritos por Karling (1949) e Sparrow (1960), mas sdo menores que 0s descritos por
Pires-Zottarelli & Rocha (2007), que citam de 37-80 x 55-120 pum. J& 0s zoGsporos
concordam com as descri¢fes de Karling (1949), Sparrow (1960) e Pires-Zottarelli &
Rocha (2007). Os esporos de resisténcia concordam com as descricdes de Karling
(1949) e Sparrow (1960), mas sdo menores que os descritos por Pires-Zottarelli &
Rocha (2007), que citam esporos de resisténcia esféricos de 17-50 pum diam. e ovais de
25-45 x 40-62 pm.

De acordo com a revisdo de Karlingiomyces elaborada por Blackwell et al.
(2004), existe um grande debate sobre a classificacdo taxdnomica de K. dubius.
Willoughby (1957) reconheceu Karlingia dubia (Karling, 1949), mas relatou a presenca
de um unico exopérculo. Sparrow (1960) transferiu esta espécie para um novo género,
Karlingiomyces, devido a presenca do exopérculo. Karling (1967) ndo aceitou a cria¢do
do género Karlingiomyces, e manteve todas as espécies em Karlingia. Dogma (1973,
1974a) baseando-se nas diferencas de operculacdo, reconheceu trés géneros do
“rhizophlyctoid assembleges” (Rhizophlyctis, Karlingia e Karlingiomyces) e aceitou a
transferéncia de Karlingia dubia para Karlingiomyces, o que é por ora aceito no

presente estudo.

Karlingiomyces granulatus (Karling) Sparrow, Aquatic Phycomycetes, 2™ ed., 563.
1960.
Basionimo: Karlingia granulata Karling, Mycologia 39: 57. 1947
Figuras 36-38

Talo eucarpico, monocéntrico, extra-intramatrical. Sistema rizoidal ramificado,
surgindo de varios pontos do zoosporangio, com rizoides constritos e irregulares,

hialinos quando jovens, tornando-se marrom e espessados quando velhos.
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Zoosporangios lisos e hialinos, exoperculados e endoperculados, esféricos, 25-62,5 pum
diam; subesféricos, 27,5-50 x 25-55 um, e ovais 37,5-55 x 40-62,5 um; parede podendo
colapsar e se tornar enrugada apo6s liberacdo dos zoosporos. Zodsporos esféricos 5-7,5
pum didm; com numerosas goticulas lipidicas hialinas. Esporos de resisténcia nao
observados.

Material examinado: BRASIL. S8o Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em epiderme de cebola e palha de milho, amostras de agua, 6-XI-
2012; G.H. Jerdnimo s.n (SP 445880).

Distribuicdo no Brasil: Amazonas, Minas Gerais, Rondb6nia, Sdo Paulo (Milanez et
al. 2007, Pires-Zottarelli & Gomes 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli 2010, 2012).
Comentarios: Esta espécie foi originalmente descrita por Karling (1947c) como
saprofitica em detritos vegetais em amostras de solo de Sdo Carlos, Mato Grosso,
Brasil. O nome da espécie se deve a caracteristica peculiar das goticulas lipidicas dos
zoosporos. Enquanto os zodsporos das outras espécies de Karlingiomyces possuem uma
Unica goticula lipidica que se destaca, K. granulatus apresenta numerosas goticulas,
conferindo ao zooGsporo um aspecto granular. Segundo Karling (1947c¢), uma das
caracteristicas distintas da espécie € a presenca de exopérculo e endopérculo, algumas
vezes nO mesmo zoosporangio, embora a maioria dos zoosporangios sejam
exoperculados. Ainda de acordo com Karling (1947c), no momento da liberacdo dos
zoosporos, ocorre a formacdo de uma grande massa de zoGsporos que permanecem
imoveis por um longo periodo e gradualmente se dispersam, caracteristica observada
nos espécimes do PEIC. As caracteristicas apresentadas pelos espécimes concordam
com Rocha & Pires-Zottarelli (2002) e Pires-Zottarelli & Gomes (2007), mas
apresentam zoosporangios menores que os descritos por Karling (1947c) e Nascimento

& Pires-Zottarelli (2010), que citam respectivamente de 8-240 pum diam. e 50-140 um
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diam. O primeiro relato desta espécie para o Brasil foi de Karling (1947c) em amostras

de solo do Estado de Mato Grosso (Nascimento & Pires-Zottarelli, 2010).

Figuras 33-35. Karlingiomyces dubius (Karling) Sparrow. 33. Zoosporangio. 34-35.

Esporos de resisténcia. 36-38. Karlingiomyces granulatus (Karling) Sparrow. 36.
Zoosporangio operculado. 37. Liberagcdo dos zoosporos. 38. Detalhe do endoperculo.

Barras = 10 pm.
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ENDOCHYTRIACEAE

Entophlyctis luteolus Longcore, Mycologia 87: 27. 1995.
Figuras 39-44

Talo monocéntrico, eucérpico, epibidtico ou endobiotico. Sistema rizoidal
delicado, normalmente com dois eixos e pequenas dilatacdes na base dos rizoides.
Zoosporangios hialinos, inoperculados, parede lisa, esféricos, 20-37,5 um diam.; 1 ou 2
tubos de liberagdo de 10-62,5 um compr. Zoosporos hialinos, encistados, 4-6 um diam.
com uma grande goticula lipidica. Esporos de resisténcia esféricos, 12,5-20 um diam. de
contéudo granular, parede lisa, amarelada, 2-3 um de espessura e¢ porg¢do interna
serrilhada, funcionando como prosporangio.

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em epiderme de cebola e palha de milho, amostras de agua, 21-VIlI-
2012, G.H. Jerdnimo s.n (CCIBt 4018, SP 445883).

Distribuicdo no Brasil: S&do Paulo (Pires-Zottarelli et al. 2007, Nascimento & Pires-
Zottarelli 2012).

Comentarios: As principais caracteristicas de E. luteolus sdo os esporos de resisténcia
de coloracdo amarelada, parede interna serrilhada, contéudo granular e presenca de cisto
do zodsporo. Como relatado por Pires-Zottarelli et al. (2007), os zoosporangios sao
produzidos abundantemente, o que pdde ser observado nos isolados examinados. A
producdo de muitos esporos de resisténcia permitiu que esta espécie permanecesse
viavel por longo periodo (2 meses) nos substratos celuldsicos, principalmente epiderme
de cebola. Segundo Longcore (1995), E. luteolus cresce endobioticamente em epiderme
de cebola e o tamanho do zoosporangio €, em alguns casos, limitado ao tamanho da
célula do substrato, como observado em alguns isolados do PEIC. Os zoosporangios

observados concordam com os descritos por Longcore (1995), a qual cita zoosporangios
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esféricos de 11-37 um didm; mas sdo pouco menores que os isolados descritos por
Pires-Zottarelli et al. (2007), que citam zoosporangios de 15-42,5 um diam. O tamanho
dos esporos de resisténcia e zodsporos concordam com Longcore (1995) e Pires-
Zottarelli et al. (2007). Entre os espécimes observados no PEIC, os esporos de
resisténcia funcionaram como prosporangios, principalmente em isolados velhos, como

também relatado por Longcore (1995) e Pires-Zottarelli et al. (2007).

Figuras 39-44. Entophlyctis luteolus Longcore. 39. Zodsporos encistados e cisto do

zoosporo. 40. Inicio do desenvolvimento. 41. Zoosporangios com tubo de liberacdo dos
zoosporos. 42. Zoosporangios agregados. 43. Esporo de resisténcia. 44. Prosporangio.

Barras = 10 pm.
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Entophlyctis lobata Willoughby & Townley, Transactions of the British Mycological
Society 44: 180. 1961.
Figuras 45-47

Talo monocéntrico, eucarpico, intramatrical. Sistema rizoidal extenso e muito
ramificado. Zoosporangios inoperculados, com ornamentacdes lobuladas e/ou
papiladas, raramente lisos, subesféricos, 17,5-27,5 x 15-25 pum; esféricos, 22,5-32,5 um
diam; alguns irregulares. Zodsporos com uma goticula lipidica alaranjada. Esporos de
resisténcia lobulados, com porc¢do interna alaranjada, subesféricos, 22,5-25 x 20-22,5
um; esféricos, 18-25 um diam; e ovais, 18-20 X 12-15 pm; germinacao ndo observada.
Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananeia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em larvas de insetos da ordem Odonata em amostras de agua, 04-VI-
2013; G.H. Jerdnimo s.n (SP 445882).
Distribuicdo no Brasil: Amazonas e Piaui (Milanez et al., 2007).
Comentérios: As principais caracteristicas de E. lobata sdo a producdo de
zoosporangios e esporos de resisténcia profundamente lobulados e zo6sporos com uma
Unica goticula lipidica alaranjada. Outra importante caracteristica, ndo observada nestes
isolados, é a presenca do cisto do zoGsporo na parede do zoosporangio, embora a
descricdo original de Willoughby & Townley (1961) cite que 0s zoosporangios maduros
podem ndo apresentar cisto ou ele pode ser removido durante a liberacdo dos zo6sporos,
ou ainda, a presenca de papilas muito espessas podem dificultar a visualizacéo do cisto.
Os isolados do PEIC nédo produziram tubos de liberagdo dos zoGsporos ou os tubos
produzidos foram muito curtos e as ornamentacdes lobuladas dos zoosporangios podem
ter mascarado a observacdo da estrutura, fato também mencionado por Willoughby &
Townley (1961). Os zoosporangios do espécime examinado S&0 menores que 0S

observados por Willoughby & Townley (1961) e Rocha (2002), que citam
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zoosporangios esféricos de 12-50 um didm. e 15-50 um diam., respectivamente. Os
esporos de resisténcia concordam com os descritos por Willoughby & Townley (1961) e

Rocha (2002). E a primeira citagio para o Estado de S&o Paulo.

Diplophlyctis asteroidea Dogma, Transactions of the British Mycological Society 67:
255. 1976.
Figuras 48-50

Talo monocéntrico, eucarpico, intramatrical. Sistema rizoidal bem desenvolvido.
Zoosporangios inoperculados, lisos, hialinos, apofisados 10-17,5 um diam; esféricos,
22,5-32,5 um diam.; subesféricos, 25-35 X 22,5-32,5 um e ovais 25-47,5 X 22,5-35 um,
alguns irregulares e lobulados, com 1 ou 2 papilas ou tubos de descarga por
zoosporangio. Zoosporos esféricos, 2-4 um didm; e ovais 3-4 X 2-3 um, com uma
pequena goticula lipidica hialina. Esporos de resisténcia apofisados, esféricos 22,5-27,5
um didm; subesféricos 20-25 X 22,5-27,5 um e ovais 20-25 X 25-32,5 pum, com
ornamentacdes conicas, contéudo hialino, com 1 a 3 grandes gldobulos refrativos;
germinacdo ndo observada.
Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprébio em exoesqueleto de camardo, amostras de agua, 7-XI1-2012, G.H.
Jerdnimo s.n (SP 445885).
Distribuicdo no Brasil: Amazonas, S&o Paulo (Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli &
Gomes 2007, Pires-Zottarelli & Rocha 2007, Jesus et al. 2013).
Comentarios: A principal caracteristica de D. asteroidea é a producgdo de esporos de
resisténcia com ornamentacOes conicas, que conferem a esta estrutura um aspecto
estrelado. Outra caracteristica marcante € a presenca de um apéndice em forma de haste,

nos zoosporangios e esporos de resisténcia, estrutura observada somente nos esporos de
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resisténcia dos isolados do PEIC. Segundo descricdo original de Dogma (1976), essa
espécie € normalmente encontrada em pequenos corpos de agua acidos e se mostram
frequentemente associada com Chytriomyces appendiculatus. Os espécimes examinados
foram isolados de corpos d"agua de pH levemente acido (4,9 a 5,9), mas a presenca de
C. appendiculatus na mesma isca ndo foi observada. Dogma (1976) ainda relata que a
utilizacdo de agua com pH acido é de crucial importancia para manutencdo desta
espécie em meios de cultura. O tamanho dos zoosporangios e esporos de resisténcia
observados nos isolados examinados concordam com Dogma (1976), Pires-Zottarelli &

Gomes (2007) e Pires-Zottarelli & Rocha (2007).
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Figuras 45-47. Entophlyctis lobata Willoughby & Townley. 45. Zoosporangio

ornamentado. 46. Zoosporangio liso. 47. Esporo de resisténcia. Figuras 48-50.
Diplophlyctis asteroidea Dogma. 48. Zoosporangios. 49. Esporos de resisténcia

ornamentados. 50. Estruturas de resisténcia com apendice. Barras = 10 pm.

Diplophlyctis complicata (Willoughby) Dogma, Nova Hedwigia 25: 144. 1974
Basionimo: Nephrochytrium complicatum Willoughby, Nova Hedwigia 3: 440. 1962.

Figuras 51-56



62

Talo eucarpico, monocéntrico, extra-intramatrical. Sistema rizoidal extensivo e
ramificado. Zoosporangios lisos, inoperculados, irregulares, 15-42,5 x 15-37,5 um, com
vestigio dos cistos dos zooGsporos; zoosporangios de resisténcia de contéudo hialino,
granular e parede amarelada espessa. Zodsporos encistados, 5 um diam., com um
gldébulo lipidico hialino. Esporos de resisténcia apofisados, parede ornamentada com
estruturas conicas semelhantes a espinhos espessos, coloracdo variando entre ambar e
amarelo, esféricos, 25-40 um diam. funcionando como prosporangios na germinacao.
Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananeia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em exoesqueleto de camardao, amostras de agua, 21-V111-2012; G.H.
Jerdnimo s.n (SP 445886).

Distribuicdo no Brasil: Sdo Paulo (Schoenlein-Crusius et al. 2006, Milanez et al. 2007,
Pires-Zottarelli & Rocha 2007).

Comentarios: A principal caracteristica de D. complicata é a producdo de esporos de
resisténcia apofisados, de coloracdo amarelo-ambar e ornamentacBes conicas,
semelhantes a espinhos espessos. No trabalho de transferéncia de género, elaborado por
Dogma (1974b), o autor cita a capacidade dos esporos de resisténcia de funcionar como
prosporangios, como observado nos isolados do PEIC. Willoughby (1962) classificou
essa espécie dentro do género Nephrochytrium pela presenca de apofise e cisto do
zoGsporo no zoosporangio, e ainda liberacdo dos zodsporos pela dissolucéo do tubo de
liberacdo. Segundo Dogma (1974b), a falta de informacgdes precisas sobre o0s
mecanismos de liberacdo, levou Willoughby (1962) a classificacdo genérica
equivocada. Ainda de acordo com Dogma (1974b) a aparente inoperculacdo dos
zoosporangios é fundamental para transferéncia desta espécie para 0 género
Diplophlyctis ja que Nephrochytrium é operculado. Segundo Dogma (1974b), D.

complicata cresce bem em iscas quitinosas mas ndo em outros tipos de substratos, o que
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foi observado nos isolados examinados, embora Rocha & Pires-Zottarelli (2002) citem
0 crescimento em substratos celuldsicos (epiderme de cebola e palha de milho). Os
zoosporangios dos isolados do PEIC sdo menores que os descritos por Dogma (1974b),
Pires-Zottarelli (1999) e Rocha & Pires-Zottarelli (2002), que citam zoosporangios de
12-80 x 7-65 um, mas sdo semelhantes aos descritos por Pires-Zottarelli & Rocha
(2007). Os zoosporos observados concordam com Pires-Zottarelli & Rocha (2007), mas
sdo menores que os da descricdo de Dogma (1974b) que cita zoGsporos ovais entre 5,5-
6,5 X 3,5-4,5 um e Rocha & Pires-Zottarelli (2002) que citam até 7,5 pm diam. Os
esporos de resisténcia concordam com Dogma (1974b), mas sdo maiores que as
descricdes de Rocha & Pires-Zottarelli (2002) e Pires-Zottarelli & Rocha (2007) que
mencionam dimensdes de 17,5-25 um didm. e 20-25 wm diam., respectivamente. Essa
espécie foi descrita pela primeira vez para o pais por Schoenlein-Crusius et al. (2006)

para a cidade de Cubatdo, Estado de Sdo Paulo.



Figuras 51-56. Diplophlyctis complicata (Willoughby) Dogma. 51. Zoosporangio vazio.

52. Zoosporangio de resisténcia. 53-54. Esporos de resisténcia ornamentados. 55.

Prosporangio. 56. Zodsporos. Barras = 10 pm.

Diplophlyctis intestina (Schenk) Schréter, Engler and Prantl, Natirlichen Planzenfam
1:78. 1892.

Basionimo: Rhizidium intestinum Schenk, Phys. Med. Gesell Wirzburg 8: 235-259.
1858.

Figuras 57-59
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Talo eucarpico, monocéntrico, intramatrical. Sistema rizoidal ramificado
formando varios eixos a partir de uma apofise basal, hemisférica, 5-10 x 10-15 um e
esférica, 7,5-10 um didm. Zoosporangios lisos, hialinos, inoperculados, apofisados,
esféricos, 12,5-27,5 um diam. e subesféricos 12,5-35 x 15-27,5 um, formando um tnico
tubo de liberacdo dos zooGsporos muito longo, de até 150 pum compr. Zodsporos
encistados, 5 um diam. com uma Unica goticula lipidica hialina. Esporos de resisténcia
castanhos, parede espessa, apofisados, ornamentados com finos filamentos semelhantes
a espinhos compactos, esféricos, 17,5-22,5 um diam. e hemisféricos, 17,5-22,5 x 20-
22,5 um; germinacdo nao observada.

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em epiderme de cebola, amostras de agua, 6-X1-2012, 7-X1-2012,
04-V11-2013; G.H. Jerénimo s.n (SP 445887).

Distribuicdo no Brasil: Sdo Paulo (Nascimento & Pires-Zottarelli 2009, Jesus et al.
2013).

Comentarios: As principais caracteristicas de D. intestina sdo a presenca de uma apofise
basal no zoosporangio e producdo de esporos de resisténcia, geralmente esféricos,
apofisados, de coloracdo castanha e ornamentados com finos filamentos semelhantes a
espinhos compactados. Karling (1977) cita a possibilidade de formacao de até seis tubos
de liberacdo dos zooGsporos, que podem se ramificar, caracteristicas ndo apresentadas
pelos isolados do PEIC, que formaram sempre um tubo ndo ramificado por
zoosporangio, como também relatado por Jesus et al. (2013). Sparrow (1939) e Haskins
(1950) evidenciaram a possibilidade de formacdo dos esporos de resisténcia de modo
sexuado por meio da fusdo do contéudo de dois talos pela anastomose dos rizoides,
mecanismo ndo visualizado nos isolados do PEIC. Os zoosporangios examinados sao

menores que o0s descritos por Sparrow (1960) e Nascimento & Pires-Zottarelli (2009),
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que citam zoosporangios acima de 80 um didm. e de 17,5-75 um, respectivamente, mas
se aproximam da descricdo de Jesus et al. (2013). A apdfise dos zoosporangios sdo
maiores que as descritas por Sparrow (1960), que cita entre 3-6 um didm., mas
novamente concorda com Jesus et al. (2013). Os zodsporos concordam com Sparrow
(1960), mas os esporos de resisténcia sdo menores que o0s descritos Sparrow (1960) e
Nascimento & Pires-Zottarelli (2009), que citam respectivamente, dimensfes de 22-28

um diam. e 20-30 um diam.

Diplophlyctis sarcoptoides (H.E. Petersen) Dogma, Nova Hedwigia 25: 122. 1974.
Basiénimo: Asterophlyctis sarcoptoides H.E. Petersen, Journal de Botanique 17: 218.
1903.
Figuras 60-62

Talo eucarpico, monocéntrico, intramatrical. Sistema rizoidal fino e delicado,
geralmente com dois eixos surgindo a partir de uma apéfise hemisférica, 5-8 x 9-12 um.
Zoosporangios inoperculados, apofisados, hialinos, subesféricos, 20-22 x 23-25 um,
hemisféricos 15-35 x 20-44 um e irregulares; ornamentagcdes papiladas ou espinhosas
distribuidas por toda a superficie do zoosporangio. Liberacdo dos zodsporos e formacéo
de estruturas de resisténcia ndo observadas.
Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do
Cardoso, saprobio em exoesqueleto de camardo, amostras de agua, 21-VI111-2012, 04-
VI111-2013; G.H. Jer6nimo s.n (SP- 445888).
Distribuicdo no Brasil: Amazonas, Minas Gerais, Piaui, Rondonia, S&o Paulo
(Schoenlein-Crusius et al. 2006, Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli & Gomes 2007,

Nascimento & Pires-Zottarelli 2009, 2012, Jesus et al. 2013).
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Comentarios: As principais caracteristicas de D. sarcoptoides sdo a producdo de
zoosporangios e esporos de resisténcia apofisados, ornamentados com papilas ou
espinhos. Em um estudo meticuloso sobre citologia e desenvolvimento conduzido por
Antikajian (1949), com isolados monospdricos do Brasil, Libéria e Connecticut
(Estados Unidos), a autora mostrou que 0s zoosporangios e esporos de resisténcia
podem também desenvolver-se a partir de dilatacBes do tubo germinativo. No estudo,
1000 talos foram analisados em substratos quitinosos e meios de cultura e nos isolados
de Connecticut 30% se desenvolveram a partir do tubo germinativo, enquanto nos do
Brasil e Libéria esta porcentagem regrediu para 9 e 11 %, respectivamente (Antikajian
1949 apud Karling 1977). Dogma (1974b) observou que em isolados de culturas puras
0s zoosporangios desenvolviam-se a partir do tubo germinativo como em membros do
género Entophlyctis, e devido a esse tipo de crescimento, e também ao mecanismo de
reproducdo sexuada, o autor transferiu as espécies do género Asterophlyctis proposto
por Petersen, (A. sarcoptoides e A. irregulares) para o género Diplophlyctis. O tamanho
dos zoosporangios e apofise dos isolados examinados sdo semelhantes aos descritos por
Sparrow (1960) e Nascimento & Pires-Zottarelli (2009). Essa espécie foi descrita pela
primeira vez para o Brasil por Karling (1945a) para o Estado de Ronddnia, ainda sob a

denominacdo de Asterophlyctis sarcoptoides.
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Figuras 57-59. Diplophlyctis intestina (Schenk) Schroter. 57. Inicio de

desenvolvimento. 58. Zoosporangio com apoéfise basal. 59. Esporo de resisténcia
ornamentado. Figuras 60-62. Diplophlyctis sarcoptoides (H.E. Petersen) Dogma. 60.
Inicio do desenvolvimento. 61. Zoosporangio apofisado. 62. Zoosporangios

ornamentados. Barras = 10 um.

CLADOCHYTRIALES

CLADOCHYTRIACEAE
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Cladochytrium replicatum Karling, American Journal of Botany 18: 538. 1931.
Figuras 63-65

Talo eucarpico, policéntrico, intramatrical. Sistema rizoidal extensivo, delicado,
consistindo de finos filamentos ramificados, com uma a vérias células turbinadas
intercalares. Zoosporangios lisos, inoperculados, ndo apofisados, normalmente
terminais, esféricos, 10-20 um diam., e ovais, 22-14 X 10-18 um, produzindo um unico
tubo de liberacdo de 5-12 um compr. Zodsporos encistados, 5-7,5 um diadm., com uma
Unica goticula lipidica alaranjada, variando de 7 a 12 por zoosporangio. Esporos de
resisténcia esféricos, 12,5-17,5 um diam. e ovais, 17,5-19 x 12,5-16 pm, com um grande
gldbulo lipidico alaranjado; germinacdo ndo observada.
Material examinado: BRASIL. S8o Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em epiderme de cebola e palha de milho, amostras de agua, 21-VI1II-
2012, 22-VI11-2012, 6-X1-2012, 26-11-2013, 27-11-2013, 04-V11-2013, 05-VII-2013;
G.H. Jerénimo s.n (CCIBt 4014; SP 445868).
Distribuicdo no Brasil: Acre, Amazonas, Ceara, Mato Grosso, Minas Gerais,
Pernambuco, Piaui, Rondonia, Sdo Paulo (Schoenlein-Crusius et al. 2006, Milanez et
al. 2007, Pires-Zottarelli & Gomes 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli 2009, 2012,
Jesus et al. 2013).
Comentarios: A principal caracteristica de C. replicatum que o distingue das demais
espécies do género é a producdo de zodsporos e esporos de resisténcia com uma
goticula lipidica laranja devido a presenca de carotendides. E uma espécie muito
abundante e frequente no Brasil, podendo ser encontrada em substratos celuldsicos em
agua doce e no solo. C. replicatum foi originalmente observado nas células das plantas
Eriocaulon septangulare With, E. compressum Lamarck e Elodea canadensis Michaux

e das algas Cladophora glomerata (Linnaeus) Kitzing e Spirogyra sp., causando
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hipertrofia e malformacéo da planta e alga hospedeira, e por isso foi denominado como
fracamente parasita por Karling (1931). As caracteristicas dos zoosporangios e
zoosporos concordam com as descricdes de Karling (1931), Pires-Zottarelli & Gomes
(2007) e Nascimento & Pires-Zotarrelli (2009). Os esporos de resisténcia concordam

com as descri¢cdes de Nascimento & Pires-Zotarrelli (2009, 2012).

Cladochytrium tenue Nowakowski, Cohn Beitrdge zur Biologie der Pflagen 2: 92.
1877.
Figuras 66-68

Talo eucarpico, policéntrico, extra-intramatrical. Rizomicélio extensivo, com
numerosas células turbinadas fusiformes, 10-26 x 7-12 um, ovais, 10-14 x 8-12,5 ym e
ceélulas intercalares hialinas, esféricas 12,5-17,5 um diam., e subesféricas 10-12,5 x
12,5-15 um. Zoosporangios inoperculados, lisos, delicados, terminais, piriformes, 15-25
X 12,5-17,5 pm; esféricos, 12,5-17,5 pym diam.; e ovais, 15-20 x 12,5-17,5 pm.
Zoosporos encistados, 5 pm didm. com uma goticula lipidica hialina. Esporos de
resisténcia hialinos, lisos, esféricos, 12,5-17,5 pm diam.; germinagdo ndo observada.
Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em epiderme de cebola, amostras de agua, 21-V111-2012, 6-X1-2012,
26-11-2013, 27-11-2013, 5-V11-2013. G.H. Jerdnimo s.n (CCIBt: 4013; SP 445867).
Distribuicdo no Brasil: Amazonas, Mato Grosso, Piaui, Rondénia, Sdo Paulo
(Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli & Gomes 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli
2009, 2012).
Comentarios: A caracteristica principal de C. tenue € a presenca de células intercalares
no rizomicélio e a producdo de estruturas de resisténcia hialinas. A producdo de

zoosporangios hialinos foi observada, principalmente, nos isolados mantidos em meio
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de cultura PmTG, enquanto nos substratos celulosicos utilizados como iscas (epiderme
de cebola e palha de milho), as estruturas mais abundantes foram as células intercalares,
seguidas pelos esporos de resisténcia, e por fim pelos zoosporangios. Essa espécie foi
descrita pela primeira vez para o Brasil por Karling (1945b), sobre materiais vegetais
em decomposicdo em amostras de agua e solo da Regido Amazobnica (Amazonas e
Rond6nia). Na descricdo original de Nowakowskii (1876), C. tenue foi observado em
tecidos de Acorus calamus L. e Iris pseudocorus L. O tamanho dos zoosporangios,
esporos de resisténcia e zoosporos dos isolados do PEIC concordam com o relatado por
Nowakowskii (1876), Pires-Zottarelli & Gomes (2007) e Nascimento & Pires-Zottarelli
(2009, 2012); no entanto, os espécimes isolados apresentam células turbinadas maiores
que os descritos por (Karling 1945b) para os espécimes brasileiros, o qual cita de 9-12 x

6-8 um, mas concorda com o relatado por Nascimento & Pires-Zottarelli (2009).
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Figuras 63-65. Cladochytrium replicatum Karling. 63. Zoosporangios com tubo de

liberacdo dos zodsporos. 64. Esporo de resisténcia. 65. Zodsporos. Figuras 66-68.
Cladochytrium tenue Nowakowskii. 66. Rizomicélio com celulas intercalares. 67.

Zoosporangio. 68. Esporos de resisténcia. Barras = 10 um.

Polychytrium aggregatum Ajello, Mycologia 34: 442. 1942.
Figuras 69-74
Talo policéntrico, com rizomicélio extensivo, ramificado, hialino, tornando-se

marrom-amarelados na maturidade. Zoosporangios inoperculados, ndo apofisados,
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hialinos quando jovens, tornando-se marrom-amarelados na maturidade, lisos ou
ornamentados, intercalares ou terminais, esféericos, 17,5-30 um diam. e piriformes, 20-
32,5 x 17,5-30 um, formando agregados de dois ou mais; ornamentac6es papiladas ou
tuberculadas. Zoosporos esféricos 5-7 um didm. com numerosas goticulas lipidicas.
Estrutura de resisténcia ndo observada.

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananeia, Parque Estadual da Ilha do
Cardoso, saprébio em exoesqueleto de camardo e ecdise de cobra, amostras de agua, 22-
VI1-2012, 6-XI- 2012, 7-X1-2012, 26-11-2013, 27-11-2013, 05-VI1-2013, G.H. Jerdnimo
s.n (CCIBt 4017, SP 445878).

Distribuicdo no Brasil: Amazonas, Piaui, Sdo Paulo (Schoenlein-Crusius et al. 20086,
Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli & Gomes 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli
2012).

Comentarios: P. aggregatum caracteriza-se pela producdo de um talo policéntrico com
zoosporangios agregados, ornamentados, inoperculados, que se tornam amarelados
quando desenvolvidos. Pode ocorrer, no entanto, a formacao de zoosporangios lisos de
formatos e tamanhos variaveis (Ajello 1942), fato observado nos isolados examinados.
Segundo Ajello (1942) e Pires-Zottarelli & Gomes (2007), é possivel observar a
proliferacdo interna do zoosporangio, fato ndo constatado nos espécimes do PEIC. Os
zoosporangios observados estdo de acordo com Ajello (1942) e Pires-Zottarelli &
Gomes (2007); no entanto, os zo6sporos dos isolados examinados, sd0 maiores que 0s
descritos por Ajello (1942) e Pires-Zottarelli & Gomes (2007), que citam zodsporos
esféricos 4,4-5,5 um didm. e 5-6 pum didm., respectivamente. Embora Ajello (1942)
tenha descrito essa espécie pela primeira vez como saprofitica em substratos vegetais

em New Jersey, Estados Unidos, ela € mais comumente encontrada em substratos
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quitinosos e queratinosos (Pires-Zotarelli & Gomes 2007; Nascimento & Pires-

Zottarelli 2012).

Figuras 69-74. Polychytrium aggregatum Ajello. 69. Aspecto geral. 70. Liberagdo dos
zoosporos. 71. Zoosporangios ornamentados. 72. Zoosporangios lisos. 73. Rizomicélio.

74. Zobsporos.

NOWAKOWSKIELLACEAE
Nowakowskiella hemisphaerospora Shanor, American Journal of Botany 29: 174.

1942.
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Figuras 75-77

Talo eucarpico, policéntrico, extra-intramatrical. Rizomicélio muito ramificado,
extenso, hialino, apresentando dilatacdes fusiformes ndo septadas. Zoosporangios
hialinos, lisos, operculados, normalmente terminais ou laterais, piriformes, 28-20 x 16-
24 um e ovais, 20-34 x 16-24 um. Zodsporos encistados, 3 um diam. com uma goticula
lipidica hialina. Esporos de resisténcia intercalares e terminais, parede lisa, alongados
17,5-22,5 x 12,5-15 pm, hemisféricos 15-20 x 12,5-15 um e irregulares; germinacao
ndo observada.
Material examinado: BRASIL. S8o Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em celofane, epiderme de cebola e palha de milho, amostras de agua,
6-X1-2012, 26-11-2013, 04-V11-2013; G.H. Jer6nimo s.n (SP 445870).
Distribuicdo no Brasil: Minas Gerais, Sdo Paulo (Schoenlein-Crusius et al. 2006,
Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli & Rocha 2007, Jesus et al. 2013).
Comentarios: A principal caracteristica de N. hemisphaerospora que a distingue das
demais espécies do género é a producdo de estruturas de resisténcia intercalares,
divididas em duas porcdes distintas. Segundo descri¢do original de Shanor (1942), os
zoosporangios e as estruturas de resisténcia surgem em varias porcoes intercalares do
rizomicélio e em pequenas ramificaches terminais. A presenca destas estruturas
intercalarmentes no rizomicélio é predominante, caracteristica observada nos isolados
do PEIC. Ainda segundo a autora, as estruturas de resisténcia sdo formadas ao mesmo
tempo, ou até mesmo antes dos zoosporangios e, em muitos casos, é possivel observar,
principalmente em talos jovens, que as estruturas de resisténcia estdo completamente
formadas, enquanto os zoosporangios ainda ndo atingiram a maturidade, caracteristicas
também observadas nos espécimes do PEIC. No inicio do desenvolvimento da estrutura

de resisténcia, o contetdo apresenta-se homogéneo e denso, e com o desenvolvimento
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ocorrem simultaneamente a formacdo de uma parede interna, que divide esta estrutura
em duas porcOes de tamanhos similares e a migracdo do contéudo de uma das porcdes
para o lado oposto. Essa porcdo preenchida formara o esporo de resisténcia, que
segundo Shanor (1942), embora com menor frequéncia, podem ser observados em pares
dentro da estrutura de resisténcia, caracteristica ndo observada nos isolados do PEIC,
que apresentaram somente um esporo por estrutura de resisténcia. Os zoosporangios sdo
pouco maiores que o0s descritos por Shanor (1942), e menores que 0s descritos por
Pires-Zottarelli & Rocha (2007), que citam respectivamente zoosporangios de 7,5-14,2
X 9,5-28,4 um e de 40-50 x 35-40 um; no entanto, 0s zodsporos e esporos de resisténcia

sdo similares aos descritos pelas autoras.

Nowakowskiella multispora Karling, Sydowia 17: 314. 1964.
Figuras 78-80

Talo eucérpico, policéntrico, extra-intramatrical. Rizomicélio profuso e constrito
com numerosas dilatacGes fusiformes, 8-10 x 4-7 um, ndo septadas. Zoosporangios
hialinos, lisos, operculados, ndo apofisados, normalmente terminais, obpiriformes, 22,5-
47,5 x 12,5-22,5 um; ovais, 25 - 20 um e elipticos, 27,5-17,5 um. Zodsporos encistados,
5 um didm., com uma pequena goticula lipidica. Esporos de resisténcia abundantes,
normalmente intercalares, hialinos, lisos, ovais, 12,5-17,5 x 10-12,5 um, alguns
esféricos, 12,5-15 pum didm., contendo numerosos glébulos lipidicos; germinacdo nédo
observada.
Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em celofane, amostras de agua, 21-VIII1-2012, 6-XI1-2012, 26-1I-

2013, 04-V11-2013; G.H. Jeronimo s.n (CCIBt 4015, SP 445869).
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Distribuicdo no Brasil: Minas Gerais, Sdo Paulo (Schoenlein-Crusius et al. 2006,
Milanez et al. 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli 2009, Jesus et al. 2013).

Comentarios: N. multispora caracteriza-se pela producdo abundante de esporos de
resisténcia intercalares no rizomicélio. Karling (1964) relata a presenca de
zoosporangios endo e exoperculados; no entanto, somente 0S zoosporangios
exoperculados foram observados nos espécimes analisados. Karling (1964) cita
zoosporangios, esporos de resisténcia e zodsporos de 12-16 x 20-32 pum, 15-30 pm
diam. e 3-3,9 um, respectivamente, mensuracfes menores que 0s encontrados nos
isolados do PEIC, no entanto, os esporos de resisténcia dos isolados examinados
concordam com Pires-Zottarelli & Gomes (2007) e Nascimento & Pires-Zottarelli
(2009, 2012). Embora Karling (1964) aponte a primeira ocorréncia desta espécie para
amostras de solo do distrito de Rhamnad, Estado de Madras, india, todos os espécimes
examinados ocorreram em &gua, 0 mesmo observado por Oliveira (2004), Pires-

Zottarelli (1999), Pires-Zottarelli & Gomes (2007).
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Figuras 75-77. Nowakowskiella hemisphaerospora Shanor,. 75. Zoosporangios. 76-77.

Esporos de resisténcia. Figuras 78-80. Nowakowksiella multispora Karling. 78.

Zoosporangios. 79. Esporos de resisténcia. 80. Zodsporos. Barras= 10 pum.

RHIZOPHYDIALES

RHIZOPHYDIACEAE

Rhizophydium coronum Hanson, Torreya 44: 31. 1944,

Figuras 81-82
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Talo eucarpico, monocéntrico, extra-intramatrical. RizOides extensos,
ramificados, com um eixo frequentemente proeminente e muito prolongado.
Zoosporangios lisos, hialinos, inoperculados, esféricos, 17,5-41,5 um diam. e ovais, 34-
45 X 45-47 um, com halos concéntricos em torno do zoosporangio em desenvolvimento,
normalmente um na maturidade. Zoosporos encistados, 2-3 um diam. com uma grande
goticula lipidica hialina. Esporos de resisténcia ndo observados.

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em ecdise de cobra, amostras de agua, 6-X1-2012; G.H. Jerénimo s.n
(SP 445890).

Distribuicdo no Brasil: Sdo Paulo (Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli & Gomes 2007,
Nascimento & Pires-Zottareli 2012).

Comentarios: A principal caracteristica de R. coronum é a producdo de halos
concéntricos em torno do zoosporangio em desenvolvimento. Segundo descrigdo
original de Hanson (1944), durante o desenvolvimento pode ser observado a presenca
de vaérios halos que sdo reduzidos a normalmente um na maturidade, caracteristica
observada nos isolados do PEIC. Esta espécie foi descrita pela primeira vez para o
Brasil por Booth (1979) em amostras de solo de dunas de Cananéia. O tamanho dos
zoosporangios concordam com os descritos por Hanson (1944), mas sdo pouco maiores
que os descritos por Pires-Zottarelli & Gomes (2007) e Nascimento & Pires-Zottarelli
(2012), que citam zoosporangios esféricos de 25-35 um diam. e ovais de 34-36 x 37-41
um, respectivamente. OS z0OSpPOros sdo pouco menores que 0s descritos por Hanson

(1944), que cita entre 3,7-4,5 um diam.

Rhizophydium elyense Sparrow, Transactions of the British Mycological Society 40:
525. 1957.
Figuras 83-84
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Talo eucarpico, monocéntrico, extra-intramatrical. Sistema rizoidal fino,
delicado, ramificado, surgindo da base do zoosporangio com um eixo principal.
Zoosporangios sésseis, hialinos, esféricos, 10-36 um diam. ou predominantemente
angulares ou poliédricos, 12,5-27 x 10-27 um, formado entre 2 a 5 papilas para
liberacdo dos zoosporos; parede fina e lisa. Zoosporos esféricos de 2,5-4 um diam. com
uma unica goticula lipidica hialina. Esporos de resisténcia ndo observados.

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em ecdise de cobra, amostras de agua, 6-X1-2012; G.H. Jerénimo s.n
(SP 445891).

Distribuicdo no Brasil: Amazonas, Piaui, Sdo Paulo (Schoenlein-Crusius et al. 20086,
Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli & Gomes 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli
2009, 2012).

Comentarios: A principal caracteristica de R. elyense é a producdo de zoosporangios
sésseis, de parede delgada e formato angular na maturidade. O aspecto angulado ou
poliédrico é resultado da formacdo de inUmeras papilas, por meio das quais ocorre a
liberacdo dos zodsporos. A descricdo original de Sparrow (1957) ndo apresenta
nenhuma discussdo comparativa entre R. elyense (denominado originalmente como R.
elyensis) e outras espécies do genéro. Os zoosporangios dos isolados do PEIC
concordam com as descricbes de Sparrow (1957), Rocha & Pires-Zottarelli (2002),
Pires-Zottarelli & Gomes (2007), Nascimento & Pires-Zottarelli (2009, 2012). Os
z0o0Osporos sao menores que os descritos por Rocha & Pires-Zottarelli (2002), que citam
zoosporos esféricos de 7,5 um didm. Esporos de resisténcia ndo foram observados, o
mesmo ocorrendo nas descricdes de Sparrow (1957), Rocha & Pires-Zottarelli (2002),
Pires-Zottarelli & Gomes (2007), Nascimento & Pires-Zottarelli (2009, 2012). Essa

espécie ocorreu abundantemente em ecdise de cobra utilizada como isca e foi citada
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pela primeira vez para o Brasil por Pires-Zottarelli & Milanez (1993) em amostras de
agua e solo, crescendo em substratos queratinosos (ecdise de cobra), celuldsicos
(epiderme de cebola) e grdos de polen de Pinus sp. na Represa do Lobo (“Broa”)

localizada em Séo Carlos (SP).

MONOBLEPHARIDOMYCETES

MONOBLEPHARIDALES

GONAPODYACEAE

Gonapodya prolifera (Cornu) Fischer, Rabenhorst Kryptogamenflora 1: 382. 1892.
Basiénimo: Monoblepharis prolifera Cornu, Bulletin de la Societé Botanique de France
24: 226. 1877.
Figuras 85-86

Micélio com hifas dividas por pseudoseptos, formando segmentos clavados.
Zoosporangios obclavados 70-175 x 17,5-30 um, com proliferacbes internas, base
inflada, porcdo distal alongada e afunilada. Producdo de zodsporos, gametangios e
zigoto ndo observadas.
Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprébio em graveto submerso, amostras de agua, 04-VII-2013; G.H.
Jerdnimo s.n (SP 445897).
Distribuicdo no Brasil: Amazonas, Minas Gerais, Piaui, S8o Paulo (Schoenlein-
Crusius et al. 2006, Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli & Gomes 2007, Nascimento &
Pires-Zottarelli 2012).
Comentarios: As principais caracteristicas de G. prolifera sdo a producdo de hifas
regulares com pseudoseptos, os quais formam segmentos clavados e zoosporangios

eliptico-alongados com proliferagfes internas. O tamanho dos zoosporéngios dos
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isolados examinados sdo maiores que os descritos por Rocha (2002) e Pires-Zottarelli &
Gomes (2007) que citam respectivamente, 16-82 x 12-33 um e 62,5-115 x 20-27,5 um,

mas concordam com Karling (1977).

5id,
8

Figuras 81-82. Rhizophydium coronum Hanson. 81. Inicio do desenvolvimento. 82.
Zoosporangio com halos concéntricos. Figuras 83-84. Rhizophydium elyense Sparrow.
83. Zoosporangios. 84. Zoosporangio vazio com 3 poros de liberagdo. 85-86.

Gonapodya prolifera (Cornu) Fischer. 85. Aspecto geral do talo. 86. Zoosporangios.
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Ocorréncia e distribuicédo dos taxons identificados nos locais amostrados
Cladochytrium replicatum (16,7%), C. tenue (11,7%), Chytriomyces spinosus
(11,7%) e Nowakowskiella multispora (11,7%) foram os taxons que apresentaram,
respectivamente, os maiores valores de frequéncia e amplitude de distribui¢ao nos locais
amostrados (Tabela 3). A ampla distribuicdo destes taxons indica que eles
provavelmente possuem mecanismos adaptativos (fisiologicos e/ou estruturais) que 0s
possibilitam ocorrer em locais com diferentes caracteristicas abioticas. Trés destas
espécies apresentaram a producdo de grande quantidade de esporos de resisténcia,
estrutura que segundo Gleason et al. (2010) permitem que tolerem condicdes adversas
(variacBes de temperatura, umidade e pH) e sobrevivam em ambientes aparentemente
desfavoraveis. Segundo 0s mesmos autores, a presenca de espécies ornamentadas em
pH mais &cidos sugere algum tipo de relacdo ainda desconhecida, como apontado por
Joyce E. Longcore (comunicacdo pessoal para Carmen L. A. Pires-Zottarelli), fato
observado neste estudo com as espécies Cytriomyces spinosus e Phlyctochytrium
aureliae. Dentre os locais amostrados de agua doce, A8 foi 0 que demonstrou maior
representatividade quanto ao numero de taxons e ocorréncias, com 9 taxons
identificados e 11 ocorréncias dos mesmos, sendo as espécies Diplophlyctis complicata
e Entophlyctis lobata , encontradas somente nesta localidade. Localizado na porc¢édo
inferior do Rio Perequé, A8 forma um poco de &guas pouco turbulentas, margeado por

Floresta Ombrofila densa.
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Tabela 3. Ocorréncia e distribuicdo dos taxons nos diferentes locais de coleta de dgua no PEIC durante o periodo amostrado. Al a Al5

representam os locais amostrados. F (%)= Frequéncia.

Téxons/Locais Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All Al2 Al13 Al4 Al5 F(%)

REINO FUNGI

FILO BLASTOCLADIOMYCOTA

BLASTOCLADIOMYCETES

BLASTOCLADIALES

CATENARIACEAE

Catenophlyctis variabilis (Karling) Karling 1 2 1 2 6,7
FILO CHYTRIDIOMYCOTA

CHYTRIDIOMYCETES

CHYTRIDIALES

CHYTRIDIACEAE

Chytriomyces appendiculatus Karling 3 1 3 1 1 2 10
C. hyalinus Karling 1 1 1 5

C. spinosus Fay 1 3 1 2 3 4 2 11,7
Phlyctochytrium aureliae Ajello 1 1 33
P. furcatum Sparrow 1 1,7
Karlingiomyces dubius Karling (Sparrow) 1 1,7

K. granulatus Karling (Sparrow) 1 1,7



Téxons/Locais Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All Al2 Al13 Al4 Al5 F(%)

Karlingiomyces sp. 1 1,7

ENDOCHYTRIACEAE

Diplophlyctis asteroidea Dogma 1 1 33
D. complicata (Willoughby) Dogma 1 1,7
D. intestina (Schenk) Schréter 1 1 1 1 6,7
D. sarcoptoides (H.E. Petersen) Dogma 1 1 3,3
Entophlyctis luteolus Longcore 1 1 3,3
E. lobata Willoughby & Towley 1 1,7

CLADOCHYTRIALES

CLADOCHYTRIACEAE

Cladochytrium replicatum Karling 1 1 3 2 2 2 3 1 1 3 16,7
C. tenue Nowakowski 1 1 1 3 2 2 1 11,7
Polychytrium aggregatum Ajello 1 2 1 2 3 1 10

INCERTAE SEDIS
Catenochytridium sp. 1 1,7
NOWAKOWSKIELLACEAE
Nowakowskiella hemisphaerospora Shanor 1 2 1 1 6,7
N. multispora Karling 1 1 1 1 1 3 1 11,7
RHIZOPHYDIALES

RHIZOPHYDIACEAE



Taxons/Locais

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All Al2 Al13 Al4 Al5 F(%)

Rhizophydium coronum Hanson 1 1,7
R. elyense Sparrow 1 1,7

MONOBLEPHARIDOMYCETES

MONOBLEPHARIDALES

GONAPODYACEAE

Gonapodya prolifera (Cornu) Fischer. 1 1,7
Total de taxons 6 6 2 6 9 7 8
Total de ocorréncias 13 7 2 11 11 7 12

86
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Preferéncia dos taxons identificados por tipo de substrato (isca)

A importancia dos substratos na taxonomia destes fungos foi demonstrada por
Sparrow (1960) e Barr (2001). Sparrow (1960) forneceu uma longa lista de substratos
nos quais esses organismos se desenvolvem e Barr (2001) salientou a plasticidade
morfolégica desses fungos em diferentes tipos de substratos e a capacidade de
determinadas espécies, como Rhizophydium sphareocarpum , de atuar como saprobia e
parasita. A ocorréncia de cada um dos taxons nos substratos utilizados como iscas
(Tabela 4) evidencia que a maioria deles (65,6%) ocorreu em substratos celulésicos,
seguidos por substrato quitinoso (21,9%) e queratinosos (12,5%). Esses dados
numéricos provavelmente sdo reflexo da maior oferta de substratos celuldsicos em
relacdo aos demais substratos. No entanto, Haskins (1939) e Gleason et al. (2010),
afirmam que a maioria dos fungos zoosporicos sdo capazes de decompor substratos
celulésicos, como frutos, gravetos, raizes e folhas. Entre os substratos celuldsicos, a
epiderme de cebola foi a mais eficiente, responsavel por 34,4 % das ocorréncias,
seqguida pela palha de milho (21,9%). Membros dos géneros Cladochytrium e
Nowakowskiella foram os predominantes nos substratos celulésicos, responsaveis por
27% das ocorréncias em epiderme de cebola, 29% em palha de milho e 100% em
celofane. Em especial, Nowakowskiella hemisphaerospora foi encontrada nos trés
diferentes substratos celul6sicos fornecidos como iscas, demonstrando a grande
capacidade de degradar substratos desta natureza. De acordo com Barr (2001), a
utilizacdo de fontes complexas de celulose favorece a ocorréncia de determinados
tdxons com grande capacidade enzimatica, como membros de Nowakowskiella e
Cladochytrium. O cabelo loiro de crianca e 0 grdo de pdlen foram as iscas menos
eficientes durante a iscagem, com somente uma ocorréncia em gréos de polen (3,1%) e

nenhuma em cabelo. A grande maioria dos taxons (79,2%) ocorreu em apenas um tipo
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de substrato, evidenciando preferéncia, no entanto, Phlyctochytrium aureliae e
Polychytrium aggregatum ocorreram em mais de um tipo, provavelmente devido ao

aparato enzimatico destas espécies.

Tabela 4. Ocorréncia dos tdxons nos diferentes tipos de substratos utilizados como iscas
nas amostras de agua doce, durante o periodo de estudo. *ocorréncia em larvas de

Odonata; ** ocorréncia em graveto submerso.

Epiderme Palha de Grdode  Exoesqueleto Cabelo Ecdise de

Taxons/Iscas - Celofane ) ~ .
de cebola milho Pélen de camarao loiro cobra

REINO FUNGI

FILO
BLASTOCLADIOMYCOTA

BLASTOCLADIOMYCETES
BLASTOCLADIALES

CATENARIACEAE

Catenophlyctis variabilis (Karling)
Karling

FILO CHYTRIDIOMYCOTA

CHYTRIDIOMYCETES

CHYTRIDIALES

CHYTRIDIACEAE

Chytriomyces appendiculatus Karling 1
C. hyalinus Karling 1
C. spinosus Fay 1 1
Phlyctochytrium aureliae Ajello 1 1 1

P. furcatum Sparrow 1

Karlingiomyces dubius Karling
(Sparrow)

K. granulatus Karling (Sparrow) 1 1
Karlingiomyces sp 1
ENDOCHYTRIACEAE
Diplophlyctis asteroidea Dogma 1
D. complicata (Willoughby) Dogma 1

D. intestina (Schenk) Schroter 1

D. sarcoptoides (H.E. Petersen)
Dogma

Entophlyctis luteolus Longcore 1 1

E. lobata Willoughby & Towley*
CLADOCHYTRIALES
CLADOCHYTRIACEAE

Cladochytrium replicatum Karling 1 1

C. tenue Nowak.owskKi 1

Polychytrium aggregatum Ajello 1 1
INCERTAE SEDIS

Catenochytridium sp 1 1
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Palha de
milho

Epiderme

Taxons/Iscas
de cebola

Ecdise de
cobra

Grao de
Pélen

Exoesqueleto  Cabelo

Celofane ~ -
de camarao loiro

NOWAKOWSKIELLACEAE

Nowakowskiella hemisphaerospora
Shanor

N. multispora Karling
RHIZOPHYDIALES
RHIZOPHYDIACEAE

Rhizophydium coronum Hanson

R. elyense Sparrow

MONOBLEPHARIDOMYCETES
MONOBLEPHARIDALES
GONAPODYACEAE

Gonapodya prolifera (Cornu) Fisch.er**

Total de ocorréncias 11 7

Os resultados obtidos neste estudo contribuem de modo significativo para o

conhecimento da micota local, j& que todos os taxons de Blastocladiomycota e

Chytridiomycota sdo primeiras ocorréncias para o Parque Estadual da Ilha do Cardoso,

e ampliam o conhecimento destes grupos de fungos zoospdricos em areas de Mata

Atlantica no Estado de Sdo Paulo e no Brasil. Além disso, mesmo diante da dificuldade

de isolamento e cultivo destes fungos, ja citada em literatura, foi possivel obter culturas

puras de Polychytrium aggregatum, Cladochytrium tenue, C.

replicatum e

Nowakowskiella multispora, a partir de diferentes amostras de agua doce, 0 que

permitira outros estudos com estas espécies.
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RESUMO - (Diversidade de Blastocladiomycota e Chytridiomycota de solo do Parque
Estadual da Ilha do Cardoso, Cananéia, Estado de S&o Paulo). Para estudo da
diversidade de Blastocladiomycota e Chytridiomycota presentes no solo do Parque
Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC), quatro coletas foram realizadas, de Agosto/2012 a
Junho/2013. Em laboratério, aliquotas das amostras, coletadas em 15 locais, foram
transferidas para placas de petri esterilizadas e os fungos isolados por meio do método
de iscagem multipla com diferentes tipos de substratos. Das 60 amostras analisadas,
vinte e cinco taxons foram identificados, 22 pertencentes ao filo Chytridiomycota e trés
ao Blastocladiomycota. Os valores dos indices de diversidade Shannon (H’= 2,90),
dominéancia de Simpson (D= 0,07) e Equitatividade (E= 0,70) séo indicativos de uma
micota bastante diversa e com poucos tdxons dominantes. Chytriomyces lucidus Karling
é citado pela primeira vez para o Brasil e Phlyctochytrium mucronatum Canter para o
Estado de S&o Paulo.

Palavras-chave: biodiversidade, fungos zoospoéricos, Mata Atlantica

ABSTRACT - (Diversity of Blastocladiomycota and Chytridiomycota from soil
samples of the “Parque Estadual da Ilha do Cardoso”, Cananéia municipality, Sdo
Paulo State). To study the diversity of Blastocladiomycota and Chytridiomycota from
soil in the “Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC)” located at Cananéia
municipality, S&o Paulo State, four sampling were conducted, from August 2012 to June
2013. In the laboratory, the samples from 15 sites were transferred to sterile petri dishes
and the fungi baited using the multiple baiting technique with different kinds of
substrates. From 60 soil samples were identified twenty-five taxa, 22 of them belonging
to Chytridiomycota and three to Blastocladiomycota. The values of Shannon diversity

(H'= 2.90), Simpson dominance (D= 0.07) and Evenness (E= 0.70) are indicative of a
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diverse mycota with few taxa dominant. Chytriomyces lucidus Karling is first cited for
Brazil and Phlyctochytrium mucronatum Canter for Sdo Paulo State.

Key words: Atlantic Rainforest, biodiversity, zoosporic fungi
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Introducéo

Os fungos zoospdricos dos Filos Blastocladiomycota e Chytridiomycota tém
sido frequentemente observados crescendo como saprobios e/ou parasitas em diferentes
tipos de substratos e hospedeiros, em ambientes terrestres e aquaticos (Sparrow 1960).
Estes grupos ocupam a posic¢do basal na arvore filogenética dos fungos e possuem como
caracteristica sinapomorfica a producdo de esporos com um unico flagelo liso
posteriormente inserido (Shearer et al. 2007). Diferenciam-se pelos aspectos
ultraestruturais dos zodsporos, sequéncias génicas e presenca de meiose espdrica com
alternancia de geracdes em Blastocladiomycota (Blackwell 2010).

Esses fungos estdo amplamente distribuidos nos mais diferentes tipos de solos,
das regibes articas as tropicais, e podem ser abundantemente encontrados quando
métodos apropriados sdo utilizados para detecta-los (Sparrow 1960), sendo sua
distribuicdo sensivelmente afetada por diversos fatores abidticos como umidade,
temperatura, pH e teor de ions (Bills et al. 2004). Algumas adaptacdes morfoldgicas,
como paredes impermeaveis a agua e producdo de estruturas de resisténcia, como
observado frequentemente em espécies de Allomyces e Blastocladiella (Gleason et al.
2004), podem ser de crucial importancia para a sua sobrevivéncia em periodos de
grandes flutuacdes climaticas.

Segundo o ultimo dicionario de fungos (Kirk et al. 2008), ja foram descritas 885
espécies desses filos para 0 mundo, sendo reportadas no Brasil 139 (15,7 % do
conhecimento global), 18 pertencentes ao filo Blastocladiomycota e 121 ao
Chytridiomycota, com a maior parte isolada de regiGes de Mata Atlantica do Estado de
Séo Paulo (Steciow et al. 2012). Estudos recentes (Pires-Zottarelli & Gomes 2007;
Nascimento & Pires-Zottarelli 2009, 2010), conduzidos neste bioma, apontam a

ocorréncia de novas citagdes para o pais, demonstrando deste modo, o0 ainda escasso
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conhecimento existente e a necessidade da continuidade e aprofundamento dos estudos
com estes fungos. Isso €, em parte, reflexo do pequeno nimero de especialistas e as
dificuldades encontradas no isolamento, identificacdo, cultivo e manutencdo destes
organismos (Letcher & Powell 2005).

Embora nos ultimos 40 anos a maioria dos estudos tenham sido conduzidos em
areas de Mata Atlantica (Beneke & Rogers 1962, 1970, Rogers et al. 1970, Pires-
Zottarelli et al. 1996, Schoenlein-Crusius & Milanez 1998, Pires-Zottarelli 1999, Pires-
Zottarelli & Rocha 2007, Pires-Zottarellli & Gomes 2007, Nascimento & Pires-
Zottarelli 2009, 2010, entre outros), ndo existiam estudos sobre a diversidade destes
filos em solo no Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC), o qual agrupa diferentes
tipos vegetacionais e que ainda constitui fragmento preservado de Mata Atlantica. Os
unicos estudos realizados com a micota zoosporica no municipio de Cananéia estdo
restritos aos ecossistemas marinhos e solos de dunas, estando resumidos em apenas trés
artigos publicados na década de 70 (Ulken 1970, 1972, Booth 1979).

Estudos moleculares ambientais tém evidenciado que a composicdo da
comunidade fungica em solo € frequentemente composta por representantes de
Basidiomycota e Ascomycota, sendo Chytridiomycota sensu lato reportados mais
raramente, e por isso considerados de pouca importadncia para a manutencdo e
funcionamento dos ecossistemas terrestres (Freeman et al. 2009). A afirmacdo destes
autores reflete o ainda escasso conhecimento da diversidade, e principalmente da
ecologia destes fungos, ndo representando necessariamente sua menor importancia nos
processos de transferéncia de energia na cadeia alimentar. Diante disso, 0 objetivo deste
estudo foi analisar e comparar a riqueza e a diversidade dos representantes dos filos

Blastocladiomycota e Chytridiomycota em solo do Parque Estadual da Ilha do Cardoso,
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a fim de se evidenciar a sua ocorréncia e distribuicdo, contribuindo para a ampliacdo do

conhecimento e corroborando a importancia destes grupos.

Material e Métodos

Area de estudo - O Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC) localiza-se no
municipio de Cananéia, litoral sul do Estado de Sao Paulo, entre os paralelos 25°03°05”’
e 25°18’18”’S e os meridianos 47°53°48’e 48°05°42>°W. Possui cerca de 22.500 ha,
nos quais se encontram distribuidos diversos tipos de formacdes vegetais da Costa
Atlantica Brasileira (Barros et al. 1991). Ocupado em grande parte por um macico
montanhoso continuo, com cerca de 800 metros de altitude nas por¢des mais elevadas, a
ilha apresenta relevo acidentado com formacdo de intimeros cursos d’agua
encachoeirados, dos quais surgem diversos afluentes (Barros et al. 1991).

Apesar de a regido possuir um clima tropical, o mesmo ndo se mostra
homogéneo, devido a acdo conjunta de diversos fatores locais como grandes variacdes
de altitude, diferentes tipos de vegetacao e influéncia do mar (Negreiros et al. 1974).
Segundo a classificacdo de Kdppen, o clima da ilha é do tipo Cfa, mesotérmico umido,
sem estacdo seca definida. A presenca de diversos tipos de formacdes vegetais,
influenciam diretamente os fatores edaficos do solo, afetando deste modo o teor de
umidade, ions, pH, nutrientes dissolvidos, temperatura, entre outros fatores,

possibilitando a amostragem de diferentes localidades muito peculiares entre si.

Metodologia de coleta, iscagem, isolamento, purificacdo, identificacdo e
preservacdo dos taxons de Blastocladiomycota e Chytridiomycota - Foram
realizadas quatro amostragens (Agosto e Novembro de 2012 e Fevereiro e Junho de

2013), no Nucleo Perequé, localizado na porgdo nordeste do PEIC, local onde ocorrem
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todas as variedades de fitofisionomias vegetais existentes no parque. Amostras de solo
de 15 locais adjacentes aos corpos d"agua (Figuras 1-6), representando solos de Floresta
Ombrofila Densa, Floresta Ombrofila Mista e Restinga, foram coletadas e
acondicionadas em sacos plasticos, tendo sido mensurada em campo a temperatura do
solo (°C), por meio de termdmetro Multi Digital, a 15 cm de profundidade. Em
laboratdrio foi determinada a umidade (%) com auxilio de um determinador de umidade
da Marte ID50, bem como, o pH em H,O destilada, utilizando-se o pHmetro pHep® 3 da
Hanna instrumentos. Aliquotas das amostras (15g de solo dissolvidos em 30 mL de
agua destilada autoclavada) foram transferidas para placas-de-petri, juntamente com
substratos de origem animal e vegetal coletados no solo dos locais amostrados, e
submetidas a técnica de iscagem multipla descrita em Milanez (1989), que consiste na
adicdo de substratos celuldsicos (celofane, epiderme de cebola, palha de milho e
semente de Sorghum sp), queratinosos (ecdise de cobra e cabelo loiro de crianca) e
quitinoso (exoesqueleto de camardo), bem como, grdos de polen de Pinus sp. Com
excecdo dos grdos de pdlen, cabelo loiro de crianca e semente de Sorghum sp, as demais
iscas foram padronizadas em 1 cm de diametro e dois fragmentos de cada isca por
amostra. Essas placas foram mantidas em laboratério, com temperatura controlada de
aproximadamente 21°C, e ap6s uma semana as iscas foram observadas e 0s espécimes
de fungos zoosporicos isolados em novas iscas e/ou meios de cultura especificos
(PmTG - 0,4 g/L de leite peptonizado, 0,4 g/L de triptona e 10 g/L de Agar; mPmTG -
0,2 g/L de leite peptonizado, 0,2 g/L de triptona e 10 g/L de agar) (Longcore 1995) e/ou
MPs (4 g/L de maltose, 1 g/L de peptona, 15 g/L de agar) (Beneke & Rogers 1962),
com adicdo de 200mg/L de sulfato de estreptomicina e penicilina G Os taxons do
género Allomyces foram isolados mediante secagem das amostras de solo em estufa a

40°C, com posterior reidratacdo e adicdo de sementes de Sorghum sp. Os espécimes
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isolados foram identificados com auxilio dos trabalhos monogréaficos de Sparrow (1960)
e Karling (1977), bem como, das descri¢des originais, e preservados em tubos de vidro
com meio de cultura (PmTG), sendo entdo incorporados na Colecdo de Culturas de
Algas, Fungos e Cianobactérias do Instituto de Botanica de S&o Paulo (CCIBt). Para os
que ndo cresceram nos meios de cultura testados, foram preparadas laminas
semipermanentes com lactofenol e azul de algoddo, as quais foram incorporadas ao
Herbario do Instituto de Botanica (SP). Todas as espécies identificadas foram
documentadas por meio de fotografias realizadas em equipamento de captura de
imagem Leica Qwin V3.

A frequéncia (%) dos taxons identificados no solo foi calculada mediante a
contagem dos numeros de unidades amostrais colonizadas pelo taxon/nimero de
unidades amostrais examinadas x 100, onde cada local de coleta foi considerado uma
unidade amostral (Jesus et al. 2013). Para determinacdo da frequéncia mensal 0 mesmo
calculo foi efetuado, no entanto, cada més de coleta foi considerado como uma unidade
amostral. A abundancia dos espécimes foi calculada com base na presenca ou auséncia
de determinado taxon em cada tipo de isca/numero total de iscas examinadas x 100 (Zak
& Willig 2004). A estrutura da comunidade foi calculada por meio da (i) riqueza de
espécies (S); (ii) indice de diversidade de Shannon () = - ¥'5_, pi.logn(pi), onde pi é
a proporcao de espécies na comunidade; (iii) equitatividade (E) = H’/H’ nax, onde H’ max

¢ o maximo valor da diversidade do numero de taxons presentes; (iv) indice de

dominéncia de Simpson (D) = 1- ziszl(pi)2 calculado com base na abundancia (Zak

& Willig 2004).
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Figuras 1-6. Alguns locais de coleta de solo no PEIC, nucleo Perequé.

A distribuicdo geografica das espécies identificadas foi baseada em literatura
(Milanez et al. 2007), complementada com trabalhos mais recentes. O sistema utilizado
para a classificacdo dos taxons identificados foi o contido em Kirk et al. (2008),
atualizado com trabalho de proposicédo da ordem Cladochytriales (Mozley-Standrigde et
al. 2009) por apresentar dados moleculares, ultraestruturais e nomenclaturais

consistentes.
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Resultados e discussao

Caracterizacao abidtica do solo do PEIC - Foi observada maior heterogeneidade na
umidade do solo, nos meses e locais amostrados (S1 a S15), com menor valor médio de
9% no S11 e maior de 60% no S3. Os mais baixos valores ocorreram em areas de
restinga (S11 e S15), onde o solo é mais arenoso (com menor capacidade de retencdo de
agua) e possui vegetacdo baixa e esparsa (alta incidéncia de luz), enquanto os locais
com elevados valores médios de umidade se localizam em é&reas de Floresta Ombréfila
(S1 a S8), com vegetacéo alta e dossel fechado (baixa incidéncia de luz) (Tabela 1). O
pH do solo se mostrou &cido, com valores médios variando entre 3,7 a 5,7, com menor
valor médio para o S13 e maior para 0 S2. A temperatura média ndo mostrou grandes
variagBes, com minima de 21°C e méaxima de 24°C, sendo 0s meses mais quentes
(Novembro/2012 e Fevereiro/2013) o0s que apresentaram maiores valores de
temperatura. Embora exista uma clara relagdo entre teor umidade do solo e temperatura
do ambiente (Voronin 2008), os meses mais quentes ndo foram os que apresentaram 0s
menores valores de umidade, provavelmente reflexo da pluviosidade, textura dos solos e

tipos de vegetacdo que nele ocorrem.
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Tabela 1. Fatores abioticos mensurados no solo do Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC), Cananéia, SP, no periodo de estudo. Dp — desvio

padrao.
ai)?(tﬁ('zirce(fs pH Temperatura (°C) Umidade (%0)

Locais/Meses  ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 mégLa * ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 mégLa * ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 még:: *
S1 54 4,8 5,8 5,8 55104 18 22 24 20 21+3 32 33 35 38 35+3
S2 54 54 6 6 57+0,7 18 21 24 20 21+3 28 34 40 29 3316
S3 4 4,5 57 54 49+0,7 18 21 24 20 21+£3 58 58 62 63 603
S4 4,1 39 4,2 4.8 43+0,3 18 21 24 20 21+3 29 38 52 48 42 £10
S5 42 4,1 3,8 44 41+04 19 22 24 20 212 41 30 34 34 355
S6 4,5 4,4 47 5.2 47+0,3 18 22 24 20 21+3 18 40 40 45 3612
S7 4,6 4,6 43 47 46+0,3 19 22 27 20 22+4 26 22 38 29 29+7
S8 53 4,6 4,5 4,4 47+0,3 18 22 26 19 21+4 24 32 40 39 347
S9 5 4.4 4,9 5 48+04 21 26 19 21 22+4 26 21 24 30 25+ 4
S10 55 4,5 4,6 4,9 49+0,3 19 23 26 21 22+3 13 15 30 35 23111
S11 51 4,7 47 5 49+09 21 27 25 21 24+£3 2 1 16 16 9+8
S12 4,5 2,5 47 3,8 3,9+£0,7 19 22 24 21 22+2 23 57 20 68 42 + 24
S13 34 35 44 3,6 3,7+0,9 20 21 24 21 22+2 45 28 29 54 39+13
S14 53 4,4 47 6,1 51+£0,6 19 21 24 20 212 47 26 30 21 31+£11
S15 4,9 4,6 5 41 47+04 19 22 26 20 22+3 12 6 13 19 13+£5
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Ocorréncia e distribuicdo dos taxons de Blastocladiomycota e Chytridiomycota no
periodo de estudo - Foram analisadas 60 amostras de solo, realizados 144 isolamentos
e identificados 25 taxons, 19 em nivel especifico e seis em nivel genérico. Os valores
dos indices de diversidade de Shannon (H’= 2,6), dominancia de Simpson (D= 0,1) e
equitatividade (E= 0,9), sdo similares aos encontrados por Nascimento et al. (2012) em
solo de areas de Cerrado do municipio de Mogi Guacu, Estado de S&o Paulo,
demonstrando uma comunidade diversa, com poucos tdxons dominantes.

Os taxons identificados estdo distribuidos nos Filos Blastocladiomycota e
Chytridiomycota, agrupados neste estudo dentro de quatro ordens (Blastocladiales,
Chytridiales, Cladochytriales e Rhizophydiales), com maior representatividade do Filo
Chytridiomycota com 22 taxons (88%). Entre as ordens encontradas, Chytridiales foi a
mais representada, com 13 taxons (52%) e Chytridiaceae a familia com maior numero
de espécies, 36% do total de espécies encontradas (Tabela 2). Os meses de agosto e
novembro de 2012, que correspondem a primeira e segunda coletas, apresentaram maior
namero de taxons e ocorréncias, com 18 taxons em cada amostragem e 44 ocorréncias
em agosto/2012 e 40 em novembro/2012. Destes, oito taxons (Allomyces sp.1,
Catenophlyctis variabilis (Karling) Karling, Catenochytrium sp, Cladochytrium
replicatum Karling, Entophlyctis sp., Diplophlyctis asteroidea Dogma, Phlyctochytrium
aureliae Ajello e P. mucronatum Canter), ocorreram exclusivamente durante essas duas
amostragens (Tabela 2).

Oito taxons sdo primeiros registros para o PEIC. Rhizophydium coronum, R.
sphaerotheca e R.stipitatum sdo citados por Booth (1979) de solos de duna na regido de
Cananeia, entretanto o autor ndo especificou local de coleta das mesmas. A maioria dos
taxons identificados das amostras de solo é considerada cosmopolita e com relato

anterior no pais (Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli & Rocha 2007, Pires-Zottarelli &
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Gomes 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli 2009, 2012); no entanto, Chytriomyces
lucidus € citado pela primeira vez para o Brasil e Phlyctochytrium mucronatum para o
Estado de S&o Paulo. Sete deles, Cladochytrium tenue, Entophlyctis luteolus,
Karlingiomyces granulatus, Karlingiomyces sp., Polychytrium aggregatum
Rhizophydium sphaerotheca e Septochytrium sp., ocorreram nas quatro amostragens
(frequéncia de 100%). Entre os taxons menos frequentes (25%) podem ser citados,
Allomyces sp.1, Allomyces sp.2, Catenophlyctis variabilis, Diplophlyctis asteroidea, D.
complicata e Phlyctochytrium mucronatum, ocorrendo somente uma vez ao longo das
coletas. Dentre as espécies mais frequentes, Karlingiomyces granulatus, Cladochytrium
tenue e Septochytrium sp., apresentaram respectivamente 0s maiores valores de
abundancia (2,14, 2,02 e 2,02%). Septochytrium sp ndo foi identificado em nivel
especifico pela auséncia de estruturas de resisténcia e pela dificuldade de purificacdo e

cultivo dos espécimes.

Tabela 2. Ocorréncia e distribuicdo de Blastocladiomycota e Chytridiomycota em
amostras de solo do Parque Estadual da llha do Cardoso, nas quatro diferentes
amostragens. * Primeira citacdo para o Brasil. ** Primeira citacdo para o Estado de S&o

Paulo. F(%) = frequéncia e A (%) = abundancia.

Téaxons/Meses ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 F (%) A (%) Total

REINO FUNGI
FILO BLASTOCLADIOMYCOTA
BLASTOCLADIOMYCETES
BLASTOCLADIALES
BLASTOCLADIACEAE

Allomyces sp. 1 1 0 0 0 25 0,12

Allomyces sp. 2 0 0 1 0 25 0,12
CATENARIACEAE

Catenophlyctis variabilis (Karling) Karling 1 0 0 0 25 0,12

FILO CHYTRIDIOMYCOTA
CHYTRIDIOMYCETES
CHYTRIDIALES
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Taxons/Meses

ago/12 nov/12 fev/13 jun/13 F (%) A (%) Total

CHYTRIDIACEAE

Chytriomyces appendiculatus Karling 0 2 3 0 50 0,6
C. lucidus Karling™ 1 1 2 0 75 048
Karlingiomyces dubius (Karling) Sparrow 0 2 2 3 75 0,83
K. granulatus (Karling) Sparrow 5 4 3 6 100 2,14
Karlingiomyces sp. 3 2 1 2 100 0,95
Phlyctochytrium aureliae Ajello 2 3 0 0 50 0,60
P. mucronatum Canter®** 0 1 0 0 25 012
Rhizidium verrucosum Karling 1 0 0 1 50 0,24
Septosperma rhizophydii Whiffen ex W.H. Blackw. & M.J. Powell 4 0 0 3 50 0,83
ENDOCHYTRIACEAE
Entophlyctis luteolus Longcore 2 4 2 3 100 1,31
Entophlyctis sp. 1 1 0 0 50 0,24
Diplophlyctis asteroidea Dogma 0 1 0 0 25 0,12
D. complicata (Willoughby) Dogma 0 0 2 0 25 0,24
CLADOCHYTRIALES
CLADOCHYTRIACEAE
Cladochytrium replicatum Karling 2 1 0 0 50 0,36
C. tenue Nowakowski 5 5 3 4 100 2,02
Polychytrium aggregatum Ajello 1 2 1 1 100 0,6
SEPTOCHYTRIACEAE
Septochytrium sp. 6 5 3 3 100 2,02
INCERTAE SEDIS
Catenochytrium sp. 1 1 0 0 50 0,24
RHIZOPHYDIALES
RHIZOPHYDIACEAE
Rhizophydium coronum Hanson 2 1 0 2 75 0,6
R.elyense Sparrow 3 0 0 2 50 0,6
R.sphaerotheca Zopf 3 2 1 2 100 0,95
R.stipitatum Sparrow 0 2 0 2 50 0,48
Total de taxons 18 18 12 13 25
Total de ocorréncias 44 40 24 34 144
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REINO FUNGI
FILO BLASTOCLADIOMYCOTA
BLASTOCLADIOMYCETES
BLASTOCLADIALES
BLASTOCLADIACEAE

Allomyces sp.1
Figuras 7-12

Talo esporofitico tipico. Hifas pseudoseptadas e ramificadas de modo simpodial
ou dicotbmico. Mitosporangios terminais ou em série catenulada de 2 a 10 por
ramificacdo, fusiformes, 120-60 x 28-60 um, com 1 a 4 papilas; parede delgada.
Meiosporangios esféricos ou subesféricos, 52,5-97,5 x 32,5-42,5 um; épice arredondado
e base truncada, geralmente deciduos; coloracdo laranja com micropontuacdes na
parede; parede espessa. Célula basal e liberacdo de planontes ndo observados.
Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprébio em sementes de Sorghum sp., amostras de solo 21-VI111-2012, G.H.
Jeronimo s.n (CCIBt 4021; SP 445900).
Comentarios: As principais caracteristicas de Allomyces sp.1 sdo a producdo de
meiosporangios esféricos e subesféricos e mitosporangios catenulados em séries de até
10 estruturas por ramificacdo. Esta espécie foi isolada de amostra de solo de um
pequeno lago temporariamente seco em area de restinga. A presenca de mitosporangios
catenulados é citada, entre os Allomyces de ciclo cystogenes, nas descricbes de
Allomyces moniliformis Coker & Braxton e Allomyces neomoniliformis Indoh (Sparrow
1960). O espécime do PEIC se assemelha mais a A. neomoniliformis principalmente
pelo formato dos meiosporangios, pois em A. moniliformis sdo de apice proeminente,
caracteristica ndo observada no isolado examinado; no entanto, outros estudos

morfolégicos e moleculares serdo realizados para confirmagéo da identificacao.
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Figuras 7-12. Allomyces sp.1. 7-8. Mitosporangios catenulados. 9. Mitosporangios com

papilas. 10-11. Meiosporangios. 12. Micropontua¢fes na parede do meiosporangios.

Barras = 10 pm.
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Allomyces sp.2
Figuras 13-18

Talo esporofitico tipico; célula basal esférica 20-100 um diam. ancorada por
rizoides ao substrato. Hifas pseudoseptadas de tamanho variavel e ramificadas
dicotomicamente. Mitosporangios intercalares, fusiformes, 50-55 x 24-30 um; parede
delgada, com uma papila lateral. Meiosporangios terminais, ovoides 35-85 x 27,5-37,5
pum, base truncada e apice proeminente, coloracdo alaranjada, com micropontuacdes na
parede. Planontes dos esporos de resisténcia com dois flagelos posteriores, esféricos, 5-
12,5 um diam. com uma goticula lipidica conspicua.
Material examinado: BRASIL. S8o Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do
Cardoso, saprobio em sementes de Sorghum sp., amostras de solo, 26-11-2013, 04-V1I-
2013, G.H. Jer6nimo s.n (CCIBt 4020; SP 445899).
Comentarios: A principal caracteristica de Alllomyces sp.2 é a producdo de
meiosporangios ovoides com apice proeminente e planontes biflagelados com uma
goticula lipidica conspicua. O isolamento de Allomyces sp.2 foi realizado de amostra de
solo apds secagem em estufa a 40°C por cerca de dois dias, sendo reidratado e
adicionadas sementes de Sorghum sp. Esse procedimento foi feito para minimizar a
competicdo com outros fungos, pois a presenca de meiosporangio permite que esta
espécie passe por periodos de dessecacdo e sobreviva. O formato dos meiosporangios
(&pice proeminente) e a presenca de planontes biflagelados aproximam o isolado do
PEIC de Allomyces moniliformis Coker & Braxton (Sparrow 1960); no entanto, outros

estudos morfologicos e moleculares serdo realizados para confirmagédo da identificagéo.
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Figuras 13-18. Allomyces sp.2. 13. Celula basal. 14. Mitosporangios. 15-16.

Meiosporangios. 17-18. Planontes e micropontua¢fes no meiosporangio. Barras = 10

fm.
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CATENARIACEAE

Catenophlyctis variabilis (Karling) Karling, American Journal of Botany. 52: 134.
1965.

Phlyctorhiza variabilis Karling, American Journal of Botany. 34: 27. 1947.

Descricdo: Capitulo 1 — pagina 43

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da lIlha do
Cardoso, saprébio em ecdise de cobra, amostras de solo 22-V111-2012, G.H. Jerénimo

(SP 445991).

FILO CHYTRIDIOMYCOTA
CHYTRIDIALES

CHYTRIDIACEAE
Chytriomyces appendiculatus Karling, Bulletin of Torrey Botanical Club 74: 335.
1947.
Descricdo: Capitulo 1 — pagina 45
Material examinado: BRASIL, Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do
Cardoso, saprébio em exoesqueleto de camardo, amostras de solo, 6-X1-2012, 26-1I-

2013, G.H. Jerdnimo s.n (SP 445874).

Chytriomyces lucidus Karling, Bulletin of Torrey Botanical Club 76: 353. 1949.
Figuras 19-21

Talo monocéntrico, eucarpico, extra-intramatrical. Rizéides extensos, surgindo
da porcdo convexa do zoosporangio. Zoosporangios hialinos, operculados, lisos, néo

apofisados, com base invaginada, ovais, 17,5-25 x 12,5-30 um, subesféricos, 27,5-25 x
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22,5-27,5 pm e esféricos, 20-25 um diam. Zodsporos moveis, ovais, 5-7 X 4-6 um e
esféricos, 5-7 um diam., com uma grande goticula lipidica hialina, esférica 3-5 pm
diam. Esporo de resisténcia ndo observado.

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da lIlha do
Cardoso, saprobio em epiderme de cebola e palha de milho, amostras de solo, 21-VIII-
2012, 6-X1-2012, 26-11-2013, 27-11-2103, G.H. Jerdnimo s.n. (SP 445876).
Comentarios: A principal caracteristica de C. lucidus que o torna unico entre as espécies
de Chytriomyces € a producdo de zoosporangios operculados com base invaginada,
zoosporos com uma grande goticula lipidica hialina e producéo de rizéides visualmente
rigidos e duros na maturidade. Segundo Karling (1949), os riz6ides desta espécie sao
muitas vezes similares aos de Rhizidium, com um eixo central longo e ramificado na
base, caracteristica também observada nos espécimes do PEIC. No entanto, a presenca
de rizbides visualmente rigidos e duros na maturidade nao foi observada, pois a maioria
dos isolados examinados ndo persistiu nas iscas celuldsicas utilizadas, tendo
impossibilitado a tentativa de cultivo. Os zoosporangios sao menores que 0s descritos
por Karling (1949), que cita zoosporangios entre 18-44 x 28-66 um. O tamanho dos
zoosporos concorda com as descricdes de Karling (1949); no entanto, os isolados do
PEIC também produziram zodsporos esféricos, o que ndo foi observado na descricao

original da espécie. E a primeira citagdo da espécie para o Brasil.

Karlingiomyces dubius (Karling) Sparrow, Aquatic Phycomycetes, 2" ed., p. 561,
1960.
Karlingia dubia Karling. Mycologia, 41: 513. 1949.

Descricdo: Capitulo 1 — pagina 52
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Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do
Cardoso, saprébio em exoesqueleto de camardo, amostras de solo, 6-XI-2012, 7-XI-
2012, 26-11-2013, 27-11-2013, 04-V11-2013, 05-VII-2013, G.H. Jerébnimo s.n (SP

445879).

Karlingiomyces granulatus (Karling) Sparrow, Aquatic Phycomycetes, 2™ ed., 563.
1960.

Karlingia granulata Karling, Mycologia 39: 57. 1947.

Descricdo: Capitulo 1 — pagina 53

Material examinado: BRASIL. S8o Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do
Cardoso, saprobio em epiderme de cebola e palha de milho, amostras de solo, 21-VIII-

2012, 6-X1-2012, 26-11-2013, 04-V11-2013, G.H. Jerénimo s.n (SP 445880).

Phlyctochytrium aureliae Ajello, Mycologia 37: 110. 1945.

Descricdo: Capitulo 1 — pagina 49

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da lIlha do
Cardoso, saprébio em epiderme de cebola, palha de milho e graos de pdlen, amostras de

solo, 6-X1-2012, 7-X1-2012, G.H. Jer6nimo s.n (SP 45894).

Phlyctochytrium mucronatum Canter, Transactions of the British Mycological Society
32: 240. 1949.
Figuras 22-24

Talo eucéarpico, monocéntrico, extramatrical. Sistema rizoidal delicado, pouco
ramificado, com um eixo principal surgindo a partir de uma grande apéfise oval 5-10 x
4-8 um. Zoosporangios inoperculados, hialinos, esféricos, 15-25 pum diam. piriformes

23-30 x 25-26 pm e irregulares, ornamentados com finos espinhos laterais em forma de
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Y e um grande espinho piramidal apical de 5-10 x 7-8 um. Liberacdo dos zoGsporos e
formacéo de esporos de resisténcia ndo observados.

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do
Cardoso, saprébio em gréos de pélen de Pinus sp., amostras de solo, 7-XI-2012, G.H.
Jerdnimo s.n (SP 445896).

Distribuicdo no Brasil: Piaui (Milanez et al. 2007).

Comentarios: A principal caracteristica de P. mucronatum é a producdo de
zoosporangios ornamentados com espinhos laterais em forma de Y e producdo de um
unico espinho apical piramidal na maturidade. Canter (1949) encontrou esta espécie
crescendo como saprobio em Closterium pritchardianum Arch e C. costatum Corda ex
Ralfs. Como citado pela autora, os talos normalmente formam trés eixos principais; no
entanto, pequenos talos podem apresentar somente um eixo, como observado nos
espécimes do PEIC. Os talos, no inicio do desenvolvimento, possuem formato esférico e
com o desenvolvimento assumem formato elipsoidal e podem posteriormente produzir
zoosporangios de tamanhos e formatos diversos (Canter 1949), como também
observado nos isolados examinados. Em pequenos zoosporangios ndo € possivel
observar o espinho apical que se torna evidente com o desenvolvimento, caracteristica
também observada nos espécimes examinados. Segundo Canter (1949), P. mucronatum
€ muito similar a outras espécies ornamentadas do género, como P. planicorne G.F.
Atk., P. dentiferum Sparrow e P. aureliae, este ultimo também encontrado no PEIC,
mas nenhuma destas espécies anteriormente citadas possui tamanha variacdo na
estrutura do talo. Além disso, o espinho apical claramente diferencia P. mucronatum de
P. aureliae. Os zoosporangios dos espécimes examinados concordam com Canter
(1949) e Rocha (2002). O tamanho do espinho piramidal apical concorda com Rocha

(2002), mas sdo maiores que os originalmente descritos por Canter (1949) que cita 1,4-
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5,2 x 0,9-4,3 um. A apdfise € maior que a descrita por Canter (1949) que cita 1-3 x 3-5

pum. A especie foi citada pela primeira vez para o Brasil por Rocha (2002), sendo esta a

segunda citacdo para o pais e primeira para o Estado de Séo Paulo.

Figuras 19-24. Chytriomyces lucidus Karling. 19. Inicio do desenvolvimento dos
zoosporangios. 20. Zoosporangios com base invaginada. 21. Liberacdo dos zoGsporos.
22-24. Phlyctochytrium mucronatum Canter. 22. Inicio do desenvolvimento dos
zoosporangios. 23. Zoosporangio apofisado. 24. Zoosporangio com espinho apical

piramidal. Barras = 10 pum.
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Rhizidium verrucosum Karling, American Journal of Botany 31: 255. 1944,
Figuas 25-26

Talo eucarpico, monoceéntrico, extra-intramatrical. Sistema rizoidal formado por
um eixo principal de base ramificada. Zoosporangios inoperculados, ornamentados,
esféricos, 20-32 pm diam., coloracdo ambar; ornamentagdes verrucosas. Liberacdo dos
zoosporos e formacéo de esporos de resisténcia ndo observados.
Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do
Cardoso, saprébio em ecdise de cobra, amostras de solo, 22-VI11-2012 e 05-VI1-2013,
G.H. Jerbnimo s.n (SP 445898).
Distribuicdo no Brasil: Rondodnia e Sdo Paulo (Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli &
Gomes 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli 2012).
Comentarios: A principal caracteristica de R. verrucosum é a producdo de
zoosporangios ambar, ornamentados com pequenas incrustacbes semelhantes a
verrugas. Foi isolado originalmente por Karling (1944) de substrato quitinoso (exivia
de insetos) e celuldsico (epiderme de cebola). Os isolados do PEIC cresceram somente
em substrato queratinoso (ecdise de cobra), como também mencionado por Pires-
Zottarelli & Gomes (2007). Os zoosporangios dos isolados examinados sdo menores
que os descritos por Pires-Zottarelli & Gomes (2007) e Nascimento & Pires-Zottarelli

(2012), que citam de 22,5-75 pm diam.

Septosperma rhizophydii Whiffen ex Blackwell & Powell, Mycotaxon 42: 45. 1991.
Figuras 27-30

Talo eucarpico, monocéntrico, epi-endobiotico. Zoosporangios lisos,
inoperculados, hialinos, esféricos, 5-15 um didm.; subesféricos, 10-12,5 x 7,5-12,5 um e

ovais, 7,5-12,5 x 5-7,5 um. Liberacdo dos zodsporos ndo observada. Esporos de
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resisténcia abundantes, hialinos, clavados, 15-22,5 x 5-7,5 um, sesséis e/ou
pedunculados, divididos em duas porcdes distintas, a basal vazia e a apical com um a
varios globulos lipidicos; germinacdo ndo observada.

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da lIlha do
Cardoso, parasita em Rhizophydium sp., amostras de solo, 21-V111-2012, 22-V111-2012,
04-V1-2013, 05-V11-2013, G.H. Jerbnimo s.n (SP 445889).

Distribuicdo no Brasil: Sdo Paulo (Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli & Gomes 2007,
Nascimento & Pires-Zottarelli 2009, 2012).

Comentarios: A principal caracteristica de S. rhizophydii é a producdo abundante de
esporos de resisténcia clavados, divididos em duas por¢des distintas, a porcdo inferior
ou basal é vazia e de menor tamanho, enquanto a apical ocupa a maior parte do espaco
interno e pode ter numerosos globulos lipidicos. A partir da validacdo de S. rhizophydii
por Seymour (1971) algumas importantes informacdes, principalmente sobre os esporos
de resisténcia, tem sido mostradas. Karling (1977) observou que eles podem funcionar
como prosporangios na germinacgdo. Zattau (1981) observou tubérculos distribuidos nas
paredes destas estruturas, fato melhor investigado por Blackwell & Powell (1991),
através de microscopia de transmissdo, que mostraram que essas estruturas estdo
presentes em quatro das cinco espécies do género, entre estas em S. rhizophydii,
principalmente nas porcOes apicais dos esporos de resisténcia, com tamanhos que
variam de 0,1-0,4 x 0,2-0,3 um, caracteristica ndo observada nos isolados examinados.
Nos isolados do PEIC, bem como nas descrigdes de Whiffen (1942), Seymour (1971),
Milanez (1974), Pires-Zottarelli & Gomes (2007) e Nascimento & Pires-Zottarelli
(2009, 2012), essa espécie foi encontrada parasitando espécies do género Rhizophydium.
No entanto, Karling (1967) e Booth (1971) reportam a ocorréncia de parasitismo em

duas espécies do género Chytriomyces, Chytriomyces hyalinus e C. poculatus
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Willoughby & Townley, respectivamente. Ja Nascimento & Pires-Zottarelli (2009),
observaram como parasita em Entophlyctis luteolus. Os zoosporangios concordam com
as descricbes de Whiffen (1942), Milanez (1974) e Nascimento & Pires-Zottarelli
(2009, 2012), mas sdo pouco menores que 0s descritos por Pires-Zottarelli & Gomes
(2007), que citam zoosporangios 12-15 x 6-11 um. Os esporos de resisténcia concordam
com Milanez (1974), Pires-Zottarelli & Gomes (2007) e Nascimento & Pires-Zottarelli
(2009, 2012), mas sdo menores que os descritos por Whiffen (1942), que descreve 4,1-
16,4 x 6,1- 5,1 pm. E a uUnica espécie do género de ocorréncia no Brasil

(http://floradobrasil.jbrj.gov.br. Acesso em: 18 Dez. 2013).



125

Figuras 25-30. 25-26. Rhizidium verrucosum Karling. 25-26. Zoosporangio

ornamentado. 27-30. Septosperma rhizophydii Whiffen ex Blackwell & Powell. 27.
Aspecto geral em Rhizophydium sp. 28-29. Estruturas de resisténcia. 30. Zoosporangios.

Barras = 10 pum.
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ENDOCHYTRIACEAE

Entophlyctis luteolus Longcore, Mycologia 87: 27. 1995.

Descri¢do: Capitulo 1 — pagina 56

Material examinado: BRASIL. S8 Paulo: Cananeia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em epiderme de cebola e palha de milho, amostras de solo, 21-VIlI-
2012, 6-XI1-2012, 26-11-2013, 04-VI1-2013, G.H. Jerdonimo s.n (CCIBt 4018; SP

445883).

Diplophlyctis asteroidea Dogma, Transactions of the British Mycological Society 67:
255. 1976.

Descri¢do: Capitulo 1 — pagina 59

Material examinado: BRASIL. S8o Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprébio em exoesqueleto de camardo, amostras de solo, 6-X1-2012, G.H.

Jerdnimo s.n (SP 445885).

Diplophlyctis complicata (Willoughby) Dogma, Nova Hedwigia 25: 144. 1974,
Descric¢do: Capitulo 1 — pagina 61

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da lIlha do
Cardoso, saprobio em exoesqueleto de camardo, amostras de solo, 6-X1-2012, G.H.

Jerdnimo s.n (SP 445886).

CLADOCHYTRIALES
CLADOCHYTRIACEAE
Cladochytrium replicatum Karling, American Journal of Botany 18: 538. 1931.

Descrigdo: Capitulo 1 — pagina 69
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Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da lIlha do
Cardoso, saprobio em epiderme de cebola e palha de milho, amostras de solo, 21-VIII-

2012, 6-X1-2012, G.H. Jer6nimo s.n (CCIBt 4014; SP 445868).

Cladochytrium tenue Nowakowski, Cohn Beitrdge zur Biologie der Pflagen 2: 92.
1877.

Descricdo: Capitulo 1 — pagina 70

Material examinado: BRASIL. S8o Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do
Cardoso, saprébio em epiderme de cebola, amostras de solo, 21-VI11-2012, 22-VIlI-
2012, 6-XI-2012, 7-X1-2012, 26-11-2013, 04-V11-2013, G.H. Jerénimo s.n (CCIBt

4013; SP 445867).

Polychytrium aggregatum Ajello, Mycologia 34: 442. 1942.

Descricdo: Capitulo 1 — pagina 72

Material examinado: BRASIL. S8o Paulo. Cananéia, Parque Estadual da lIlha do
Cardoso, saprobio em exoesqueleto de camaréo e ecdise de cobra, amostras de solo, 22-
VI11-2012, 6-X1-2012, 26-11-2013, 04-V1-2013, G.H. Jerdnimo s.n. (CCIBt 4017; SP

445878).

RHIZOPHYDIALES

RHIZOPHYDIACEAE

Rhizophydium coronum Hanson, Torreya 44: 31. 1944,

Descrigdo: Capitulo 1 — pagina 78
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Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da Ilha do
Cardoso, saprobio em ecdise de cobra, amostras de solo, 22-VI111-2012, 7-X1-2012, 4-

V11-2013, 5-VI11-2013, G.H. Jerdnimo s.n (SP 445890).

Rhizophydium elyense Sparrow. Transactions of the British Mycological Society 40:
525. 1957.

Descricdo: Capitulo 1 — pagina 79

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da lIlha do
Cardoso, saprobio em ecdise de cobra, amostras de solo, 21-VI11-2012, 22-V111-2012,

4-V11-2013, 5-V11-2013, G.H. Jerénimo s.n (SP 445891).

Rhizophydium sphaerotheca Zopf, Abhandlungen der Naturforschenden Gesellschaft
zu Halle 17: 92. 1887.
Figuras 31-33

Talo eucarpico, monocéntrico, extra-intramatrical. Sistema rizoidal curto,
delicado, levemente dilatado e ramificado. Zoosporéngios esféricos, 12,5-32,5 pum
diam., lisos, hialinos, inoperculados, com 2 a 3 papilas de liberacdo dos zoGsporos.
Zoodsporos encistados 2,5-5 pm didm, com um unico globulo lipidico hialino. Esporos
de resisténcia ndo observados.
Material examinado: BRASIL. S8o Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em epiderme de cebola e grdos de polen de Pinus sp, amostras de
solo, 21-VI111-2012, 22-V1I1-2012, 7-X1-2012, 26-11-2013, 5-VI11-2013, G.H. Jerdnimo
s.n. (CCIBt 4019; SP 445892).
Distribuicdo no Brasil: Amazonas, Pernambuco, Piaui, Rondbdnia, S&o Paulo

(Schoenlein-Crusius et al. 2006, Milanez et al. 2007, Pires-Zottarelli & Gomes 2007).
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Comentarios: As principais caracteristicas de R. sphaerotheca sdo a producdo de
zoosporangios esféricos com varios (2 a 3) poros de liberacdo dos zodsporos e a ndo
formacgédo de esporos de resisténcia. De acordo com Sparrow (1960), esta espécie é
muito similar a Rhizophydium poliinis-pini, mas diferem pelo nimero e posi¢do dos
poros de liberacdo, que nesta Ultima espécie é somente 1 na maturidade. As
caracteristicas dos zoosporangios e zodsporos estdo de acordo com as descricdes de

Sparrow (1960) e Pires-Zottarelli & Gomes (2007).

Rhizophydium stipitatum Sparrow, Transactions of the British Mycological Society 40:
527.1957.
Figuras 34-36

Talo eucérpico, monocéntrico, extra-intramatrical.  Sistema  rizoidal
pedunculado, extramatrical, saindo da base do zoosporéngio. Zoosporangios lisos,
hialinos, esféricos, 14-26 um didm. Zodsporos encistados, 3 um diam., com uma Unica
goticula lipidica hialina, formando um pedunculo caracteristico quando no substrato.
Esporos de resisténcia ndo observados.

Material examinado: BRASIL. Sdo Paulo: Cananéia, Parque Estadual da llha do
Cardoso, saprobio em gréos de polen de Pinus sp., amostras de solo, 6-X1-2012, 4-V1I-
2013, 5-VI1-2013, G. H. Jerénimo s.n. (SP 445893).

Distribuicdo no Brasil: Amazonas, Piaui, Sdo Paulo (Milanez et al. 2007, Pires-
Zottarelli & Gomes 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli 2009, 2012).

Comentarios: A principal caracteristica de R. stipitatum, que o distingue das demais
especies do género, é a producdo de zoosporangios apoiados por um sistema rizoidal
pedunculado, extramatrical, que se projeta para fora do substrato. Nos isolados do PEIC
foi possivel observar esta caracteristica desde o inicio do desenvolvimento. Segundo

descricdo de Sparrow (1957), esta espécie foi primeiramente encontrada em ecdise de
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cobra, como também observado por Pires-Zottarelli & Gomes (2007) e Nascimento &
Pires-Zottarelli (2009), embora tanto nos isolados do PEIC como nos isolados da
Reserva Bioldgica de Mogi Guacu, citados por Nascimento & Pires-Zottarelli (2012),
elas tenham ocorrido exclusivamente em graos de pdlen de Pinus sp. Esta espécie foi
citada pela primeira vez para o Brasil em substratos celulosicos e graos de polen por
Milanez (1984). Os zoosporangios dos isolados do PEIC sdo muito menores que 0s
descritos por Sparrow (1957), que cita zoosporangios esféricos de 55-107 um diam.,
mas concorda com Pires-Zottarelli & Gomes (2007), Nascimento & Pires-Zottarelli
(2009) e Nascimento & Pires-Zottarelli (2012). O tamanho dos zodsporos concorda com

estes autores.
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Figuras 31-36. 31-33. Rhizophydium sphaerotheca Zopf. 31. Inicio do desenvolvimento

dos zobsporos. 32. Zoosporangios intramatricais. 33. Zoosporangios em epiderme de
cebola. 34-36. Rhizophydium stipitatum Sparrow. 34. Inicio de desenvolvimento em

grdo de pdlen. 35-36. Zoosporangio pedunculado. Barras = 10 um.
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Ocorréncia e distribuicdo dos taxons de Blastocladiomycota e Chytridiomycotra
nos locais amostrados - Quando consideramos a ocorréncia e distribuicdo dos taxons
nos locais de coleta (Tabela 3) verifica-se que Cladochytrium tenue (16,7%),
Entophlyctis luteolus (11,7%), Karlingiomyces granulatus (11,7%) e Septosperma
rhizophydii (10%) foram as espécies mais frequentes, ocorrendo em pelos menos 50%
dos locais amostrados. A ampla distribuicdo destes taxons pode ser explicada, de acordo
com Gleason et al. (2008), pela facilidade na producdo de esporos de resisténcia, que
conferem a estes organismos a capacidade de sobreviver em ambientes com amplas
variacdes de umidade, temperatura e pH. Dentre os locais amostrados de solo, S13 foi o
que demonstrou maior namero de taxons, com 11 identificados, distribuidos nas ordens

Chytridiales, Cladochytriales e Rhizophydiales.
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Tabela 3. Ocorréncia e distribuicdo dos tdxons de Blastocladiomycota e Chytridiomycota nos locais de coleta de solo, no nicleo Perequé do

PEIC, durante o periodo de estudo. F(%) = frequéncia. S1 a S15 = locais amostrados.

Taxons/Locais de coleta S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 F(%)

REINO FUNGI
BLASTOCLADIOMYCOTA
BLASTOCLADIOMYCETES
BLASTOCLADIALES
BLASTOCLADIACEAE
Allomyces sp.1 1 1,7
Allomyces sp.2 1 1,7
CATENARICEAE
Catenophlyctis variabilis (Karling) Karling 1 1,7
FILO CHYTRIDIOMYCOTA
CHYTRIDIOMYCETES
CHYTRIDIALES
CHYTRIDIACEAE
Chytriomyces appendiculatus Karling 1 1 1 1 6,7

C. lucidus Karling 1 1 1 1 6,7
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Taxons/Locais de coleta S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 F(%)
Karlingiomyces dubius Karling (Sparrow) 1 2 2 1 1 83
K. granulatus Karling (Sparrow) 1 2 4 4 4 2 1 11,7
Karlingiomyces sp. 1 1 1 1 6,7
Phlyctochytrium aureliae Ajello 1 1 1 5

P. mucronatum Canter 1 17
Rhizidium verrucosum Karling 1 1 3,3
Septosperma rhizophydii Whiffen ex W.H. Blackw. & M.J. Powell 1 1 1 1 1 2 10

ENDOCHYTRIACEAE

Entophlyctis luteulos Longcore 1 3 2 1 1 1 2 11,7
Entophlyctis sp. 1 1 1 1 6,7
Diplophlyctis asteroidea Dogma 1 1,7
D. complicata (Willoughby) Dogma 1 1 3,3

CLADOCHYTRIALES
CLADOCHYTRIACEAE
Cladochytrium replicatum Karling 1 1 1 5
C.tenue Nowakowski 1 3 1 1 2 1 4 2 1 1 16,7

Polychytrium aggregatum Ajello 2 1 1 1 8,3



Taxons/Locais de coleta

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 F(%)

SEPTOCHYTRIACEAE

Septochytrium sp. 1 1 1 1 1 8,3
INCERTAE SEDIS
Catenochytrium sp. 2 1,7
RHIZOPHYDIALES
RHIZOPHYDIACEAE
Rhizophydium coronum Hanson 1 1 8,3
R. elyense Sparrow 1 1 6,7
R.sphaerotheca Zopf 1 1 1 8,3
R.stipitatum Sparrow 1 2 1 5
Total de taxons 3 6 6 10 6 8 3 9 7 7 11
Total de ocorréncias 3 7 14 14 10 10 3 12 9 9 12
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Preferéncia dos taxons de Blastocladiomycota e Chytridiomycota por tipo de
substrato (isca) - A importancia dos substratos na taxonomia desses fungos foi
demonstrada por Sparrow (1960) e Barr (2001). Sparrow (1960) forneceu uma longa
lista de substratos nos quais esses organismos se desenvolvem e Barr (2001) salientou a
plasticidade morfologica desses fungos em diferentes tipos de substratos e a capacidade
de determinadas espécies, como Rhizophydium sphareocarpum Zopf, de atuar como
saprobio e parasita. A ocorréncia de cada um dos taxons nos substratos fornecidos como
iscas em solo é mostrada na Tabela 4. A maioria dos taxons (65,5%) ocorreu em
substratos celul6sicos, seguidos por substratos quitinosos e queratinosos (17,2%). Esses
dados numéricos provavelmente sdo reflexo de maior oferta de substratos celuldsicos
e/ou presenca de mecanismos especializados para a degradacdo de compostos
celulésicos como relatado por Gleason et al. (2008). Entre os substratos celulosicos, a
epiderme de cebola foi a mais eficiente, responsavel por 34,5% das ocorréncias, seguida
pela palha de milho (13,8%). O cabelo loiro de crianca e o grao de pélen foram as iscas
menos efetivas durante a iscagem, com somente trés ocorréncias nos grdos de pélen e
nenhuma no cabelo. Os resultados encontrados corroboram com os de Rocha (2002) e
Nascimento (2007), que também relatam a preferéncia dos taxons por substratos
celulosicos, evidenciando a adaptacdo desses fungos na decomposicao destes substratos.
A grande maioria dos taxons (95,8%) ocorreu somente em um determinado tipo de
substrato (estritamente celuloliticos, queratinofilicos ou quitinofilicos) e somente
Polychytrium aggregatum ocorreu em diferentes tipos de substratos, provavelmente
reflexo da maior capacidade enzimatica desta espécie. Septosperma rhizophydii foi a
unica espécie parasita identificada neste estudo, a qual foi observada como parasita de
Rhizophydium, embora a ndo especificidade desta espécie seja relatada em literatura

(Karling 1967, Booth 1971, Nascimento & Pires-Zottarelli 2009).
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Tabela 4. Ocorréncia dos taxons de Blastocladiomycota e Chytridiomycota de solo em

diferentes tipos de substratos utilizados como iscas. * Espécie parasita de Rhizophydium

sp.

Taxon/iscas

Epiderme Palha de

de cebola

milho

Celofane

Semente
de
Sorghum

Gréos
de pélen

Exoesqueleto
de camarao

Cabelo
loiro

Ecdise
de cobra

REINO FUNGI
BLASTOCLADIOMYCOTA
BLASTOCLADIOMYCETES
BLASTOCLADIALES
BLASTOCLADIACEAE
Allomyces sp.1
Allomyces sp.2
CATENARIACEAE
Catenophlyctis variabilis (Karling) Karling
CHYTRIDIOMYCOTA
CHYTRIDIOMYCETES
CHYTRIDIALES
CHYTRIDIACEAE
Chytriomyces appendiculatus Karling
C. lucidus Karling
Karlingiomyces dubius Karling (Sparrow)
K. granulatus Karling (Sparrow)
Karlingiomyces sp.
Phlyctochytrium aureliae Ajello
P. mucronatum Canter

Rhizidium verrucosum Karling

Septosperma rhizophydii Whiffen ex W.H.
Blackw. & M.J. Powell*

ENDOCHYTRIACEAE
Entophlyctis luteulos Longcore
Entophlyctis sp.

Diplophlyctis asteroidea Dogma
D. complicata (Willoughby) Dogma
CLADOCHYTRIALES

CLADOCHYTRIACEAE
Cladochytrium replicatum Karling
C. tenue Nowakowski
Polychytrium aggregatum Ajello

SEPTOCHYTRIACEAE
Septochytrium sp.

INCERTAE SEDIS
Catenochytrium sp.

RHIZOPHYDIALES

RHIZOPHYDIACEAE
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Semente

Epiderme Palha de Grédos  Exoesqueleto  Cabelo

Taxon/iscas de cebola  milho Celofane de de pélen  de camardo loiro
Sorghum

Rhizophydium coronum Hanson

R.elyense Sparrow

R.sphaerotheca Zopf 1

R.stipitatum Sparrow 1

Total de taxons 10 4 1 2 2 5 0

O estudo contribuiu de modo significativo para 0 aumento do conhecimento da
micota terrestre do PEIC, ja que os téxons, Allomyces sp.1, Allomyces sp.2,
Chytriomyces lucidus, Phlyctochytrium  mucronatum, Rhizidium verrucosum,
Septosperma rhizophydii, Rhizophydium sphaerotheca e R. stipitatum sdo primeiras
citacdes para o parque. Além disso, quatro taxons (16%), Allomyces sp.1, Allomyces
sp.2, Rhizophydium sphaerotheca e Entophlyctis luteolus foram cultivados em meios de
cultura | a partir de amostras de solo, e incluidos na Colecdo de Culturas de Algas,
Cianobactérias e Fungos (CCIBt), o que permitira estudos mais aprofundados.. Estes
resultados obtidos demonstram a importancia dos estudos de biodiversidade, ao ampliar
0 conhecimento dos grupos em areas de Mata Atlantica no Estado de Sao Paulo e no

Brasil, bem como, contribuir para a ampliacéo de informacdo molecular destes fungos.
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Capitulo 111

Analises moleculares e posicionamento
filogenético de membros dos Filos
Blastocladiomycota e Chytridiomycota
do Brasil: possiveis modificacoes nas

ordens Chytridiales e Cladochytriales
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RESUMO - (Anélises moleculares e posicionamento filogenético de membros dos Filos
Blastocladiomycota e Chytridiomycota do Brasil: possiveis modificacdes nas ordens
Chytridiales e Cladochytriales). Oito taxons de fungos zoosporicos, Allomyces sp.1,
Allomyces sp.2, Cladochytrium replicatum Karling, Cladochytrium tenue Nowak.,
Entophlyctis luteolus Longore, Nowakowskiella multispora Karling, Polychytrium
aggregatum Ajello e Rhizophydium sphaerotheca Zopf, foram isolados em meios de
cultura a partir de amostras de agua e solo do Parque Estadual da Ilha do Cardoso
(PEIC), municipio de Cananéia, Estado de Sao Paulo. Posteriormente foram realizados
os procedimentos de extracdo, amplificacdo, purificacdo e sequenciamento do DNA
ribossomal e analises de méaxima verossimilhanca e Bayesiana posicionaram estes
fungos em diferentes clados dentro de Blastocladiomycota e Chytridiomycota.
Cladochytrium tenue e N. multispora foram incluidas pela primeira vez em anélises
filogenéticas. O posicionamento de C. tenue, espécie tipo do género Cladochytrium
Nowak., dentro da ordem Chytridiales, traz importantes implicacdes para a
nomenclatura e consideracdes sobre a morfologia do género Cladochytrium, e
consequentemente para a familia Cladochytriaceae e ordem Cladochytriales.

Palavras-chave: filogenia, fungos zoospdricos, Mata Atlantica.

ABSTRACT — (Molecular analysis and phylogenetic position of members of the phyla
Blastocladiomycota and Chytridiomycota from Brazil: possible changes in the orders
Chytridiales and Cladochytriales). Eight taxa of zoosporic fungi, Allomyces sp.1,
Allomyces sp.2, Cladochytrium replicatum Karling, Cladochytrium tenue Nowak.,
Entophlyctis luteolus Longore, Nowakowskiella multispora Karling, Polychytrium
aggregatum Ajello and Rhizophydium sphaerotheca Zopf, were isolated in the culture

media from water and soil samples from the “Parque Estadual da Ilha do Cardoso”
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(PEIC), Cananeia municipality, Sdo Paulo State. Subsequently, extraction,
amplification, purification and sequencing of rDNA of these isolates were performed
and analysis of maximum likelihood and Bayesian positioned these fungiin different
clades within Blastocladiomycota and Chytridiomycota. Cladochytrium tenue and N.
multispora were included for first time in phylogenetic analyzes. The placement of C.
tenue, the type species of the genus Cladochytrium Nowak., within the order
Chytridiales has important implications on nomenclature and considerations about the
morphology of the genus Cladochytrium and consequently to the family
Cladochytriaceae and the order Cladochytriales.

Key words: Atlantic Rainforest, phylogeny, zoosporic fungi.
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Introducéo

Os fungos classificados nos filos Blastocladiomycota e Chytridiomycota
apresentam como similaridade a producdo de esporos com um Unico flagelo liso,
posteriormente inserido e o posicionamento basal na arvore filogenética dentro do reino
dos fungos (Hibbett et al. 2007). A taxonomia classica, tradicionalmente apoiada nas
caracteristicas morfolégicas como tipo de desenvolvimento do talo, presenca ou
auséncia de opérculo, morfologia dos zoosporangios e presenca e tipo de esporos de
resisténcia (Sparrow 1960, Karling 1977, Barr 1980), tem se reestruturado como
consequéncia de analises ultraestruturais dos zodsporos, bem como, pelos recentes
estudos moleculares (James et al. 2000, 2006a, Letcher et al. 2006, 2008a,b, Mozley-
Standrigde et al. 2009, Longcore & Simmons 2012). O primeiro estudo filogenético a
demonstrar que a classificacdo do Filo Chytridiomycota, em especial da ordem
Chytridiales sensu Barr (1980), era artificial, foi conduzido por James et al. (2000). Esta
polifilia foi posteriormente corroborada pela criacdo do Filo Blastocladiomycota (James
et al. 2006a), a partir de analises realizadas com representantes da ordem
Blastocladiales (anteriormente classificada dentro do Filo Chytridiomycota), e também
pela subsequente criacdo das ordens Rhizophydiales (Letcher et al. 2006) e
Cladochytriales (Mozley-Standridge et al. 2009) a partir de Chytridiales sensu Barr
(1980).

Desde a sua proposicdo em 2009, a ordem Cladochytriales S.E. Mozley-
Standridge passou por poucas alteragdes na composi¢do dos seus clados constituintes,
excecdo realizada recentemente com a inclusdo de Cylindrochytridium johnstonii
Karling dentro da ordem (Steiger et al. 2011). Dentro desta ordem, Cladochytrium tenue

Nowak. ocupa posicéo de grande importancia, por representar a espécie-tipo (Clements
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& Shear, 1931) do dnico género incluido na familia Cladochytriaceae (Mozley-
Standridge et al. 2009). O nome da ordem deriva do nome da primeira familia
validamente publicada (Cladochytriaceae) por J. Schréter em 1892 (artigo 11.3, do
Cadigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas de McNeiil et al.
2012) e por isso 0 posicionamento da espécie tipo do género Cladochytrium Nowak. é
crucial para a estabilidade da ordem. Embora alguns trabalhos tenham reportado a
ocorréncia de C. tenue no Brasil (Karling 1945, Rocha 2002, Pires-Zottarelli & Gomes
2007, Nascimento & Pires-Zottarelli 2009, 2012) e no mundo (Sparrow 1943, 1960,
Gaertner 1954), nenhum deles menciona o isolamento desta espécie em cultura pura,
tendo sido a ordem Cladochytriales proposta sem a inclusdo de informacdes
moleculares da mesma.

Os principais artigos abordando a diversidade filogenética dos Filos
Blastocladiomycota e Chytridiomycota foram realizados com diversas sequéncias
génicas de isolados provenientes da América do Norte, principalmente dos Estados
Unidos (James et al. 2000, 2006a,b, Letcher et al. 2006, 2008a, Mozley-Standrigde et
al. 2009, Longcore & Simmons 2012). Poucos dados de isolados da América do Sul,
com excecdo de Letcher et al. (2008b) e Velez et al. (2013), que utilizaram isolados da
Argentina, estdo disponiveis e para o Brasil nenhum trabalho com este enfoque havia
sido realizado até entdo. Diante disso, 0s objetivos deste trabalho foram contribuir com
informacgdes moleculares e filogenéticas de isolados dos filos Blastocladiomycota e
Chytridiomycota identificados a partir de levantamento da diversidade destes grupos no
Estado de S&o Paulo, Brasil, bem como, disponibilizar suas sequéncias génicas no
GenBank, e deste modo, ampliar o conhecimento sobre a filogenia de representantes

destes filos.
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Material e Métodos

Cultivo de representantes de Blastocladiomycota e Chytridiomycota

Os taxons selecionados foram purificados em meios de cultura especificos para
cada Filo. Para os representantes de Chytridiomycota foram utilizados PmTG (0,4 g/L
de leite peptonizado, 0,4 g/L de triptona e 10 g/L de &gar) e mPmTG (0,2 g/L de leite
peptonizado, 0,2 g/L de triptona e 10 g/L de agar) - Longcore (1995). J& para
Blastocladiomycota foi utilizado MPs (4 g/L de maltose, 1 g/L de peptona, 15 g/L de
agar) - Beneke & Rogers (1962). Para cada meio foram adicionados 200mg/L de sulfato

de estreptomicina e penicilina G nos estagios iniciais de isolamento.

Os téaxons foram isolados a partir de pequenos fragmentos de iscas ou de
zoosporos capturados quando liberados dos zoosporangios. Além disso, um dos taxons
do género Allomyces Butler (Allomyces sp.2) foi isolado através da secagem prévia da
amostra de solo (40°C por dois dias) com posterior adi¢do de 30 mL de agua destilada

autoclavada e duas metades de sementes de Sorghum sp. esterilizadas.

Producéo de biomassa de representantes de Blastocladiomycota e Chytridiomycota

Para obtencdo de biomassa, fragmentos de culturas puras (9 mm de diam.) foram
inoculados em Erlenmeyers de 250 mL (triplicata), contendo cerca de 50 mL de meio de
cultura PmTG liquido, os quais foram mantidos em mesa agitadora orbital analdgica
SPLabor - Modelo SP-180/A, a 120 rpm e temperatura ambiente durante 15 dias. Apds
este periodo, a biomassa produzida foi filtrada em papel de filtro e nailon (10 x 10 cm)
com auxilio de bomba a vacuo (Souza et al. 2008, modificado) e armazenada em frascos
de penicilina de 12 mL, onde foram congeladas e posteriormente liofilizadas em

Edwards Freez Dryer Mod D. Além disso, foi testada a produgdo de biomassa por meio
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de microcultivo (Lamour & Finley 2006, modificado) com substituicdo de etapas
automatizadas por manuais e microtubos ao invés de microplacas. Para isso, pequenos
fragmentos de culturas puras foram inoculadas em microtubos Eppendorf (1,5-2,0 mL)
contendo 1 mL de meio de cultura PmTG liquido, esterilizados e incubados em mesa
agitadora em temperatura ambiente durante 7-10 dias, com posterior filtragem,

congelamento e liofilizagéo.

Extracdo, amplificacdo, purificacdo e sequenciamento do DNA gendmico de

representantes de Blastocladiomycota e Chytridiomycota

O DNA gendmico foi extraido de culturas puras, com auxilio do Kit de extracdo
“PureLink Genomic DNA Kit” (Invitrogen ), por meio de trés métodos diferentes: 1)
extracdo a partir de biomassa liofilizada, 2) extracdo a partir de biomassa fresca
(retirada diretamente do meio de cultura solido) e 3) extracdo a partir de biomassa
obtida por meio de microcultivo. Durante a etapa indicada para a lise de células e
tecidos foram adicionados 180 pL de tampéo de digestdo e 30 pL de proteinase K aos
microtubos contendo os pellets de biomassa. O material de cada microtubo foi
macerado com pistilo (PES-15-B-SI, Axygen®) e incubado em um termobloco (Kasvi,
“model K80-S017) a 55°C durante 1 h para a completa lise das células e liberagdo do
DNA. Apos este procedimento foram realizadas as etapas consecutivas para a lavagem e
eluicdo do DNA com 30 pL de tampéo de eluicdo através das colunas de purificacdo do
kit (“PureLink Spin Columns”) para a obten¢cdo de DNA gendmico. A eficiéncia da
extracdo de DNA foi avaliada apos eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v), com
adi¢do de 3,5 pL de “GelRed  Nucleic Acid Gel Stain, 10.000x in water” (Biotium ),
submersos em tampao TBE 1X, aplicando-se 2 pL de padrdao “123 pb DNA Ladder”

(Invitrogen™) + 2 uL de “Gel Loading solution, Type L, 6x (Sigma®) e 2 uL de DNA.



152

A eletroforese foi realizada em sistema “Sub-Cell® GT Agarose Gel Electrophoresis
System” (Bio-Rad) acoplado a uma fonte “PowerPac’ Basic Power Supply” (Bio-Rad)
ajustada para 100 V durante 40 minutos. Os géis de agarose foram visualizados em um
transiluminador UV (Kasvi) e fotografados com maquina digital comum. O DNA
genémico foi armazenado em congelador comum (~ -20°C) para as etapas seguintes.
Para amplificagdo do DNA os pares de “primers” NS4/SRIR(NS1) e ITS4/ITSS5 foram
utilizados para a amplificacdo das regides 18S (SSU) e ITS, respectivamente (White et
al. 1990), enquanto o par LROR/LR5 (Vilgalys 2013) foi utilizado para amplificar a
regido 28S (LSU). As reacdes de PCR foram realizadas utilizando-se o “PCR Supermix
kit” (Invitrogen ') em microtubos de 200 pL com volume final de 25 pL, sendo: 22,5
uL de “PCR Supermix”, 0,75 uL de cada primer na concentragdo de 10 pM e 1 pL de
DNA gendmico. Os microtubos foram incubados em um termociclador “C1000 Touch™
Thermal Cycler” (Bio-Rad) utilizando-se o ciclo “Standard PCR” (Dr. Timothy Young
James, comunicacdo pessoal): 94°C por 3 minutos, 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, a
54°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto, e extensdo final a 72°C por 7
minutos. A eficiéncia da PCR e a quantificacdo do DNA foram avaliadas ap0s
eletroforese conforme descrito, aplicando-se 2 puL de “Low DNA Mass Ladder”
(Invitrogen' "), 2 uL de “Gel Loading” ¢ 4 uL de DNA. O material amplificado foi
armazenado em geladeira (5-8 °C) e purificado com “AxyPrep PCR Clean-up Kit”
utilizando-se 25-30 pL de tampéo eluente e avaliado em gel de eletroforese aplicando-
se 2 uL de “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen ), 2 uL de “Gel Loading” e 2 pL de
DNA. O material puro foi armazenado no congelador a -20°C.

O sequenciamento do DNA purificado foi realizado em um sequenciador ABI
3730 DNA Analyser (Life Technologies ) instalado no Centro de Estudos do Genoma

Humano, Instituto de Biociéncias, USP (http://genoma.ib.usp.br). Para cada reacdo de
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sequenciamento foi enviado um microtubo de 200 pL contendo 5 puL de DNA na
concentracdo de 25-30 ng/uL e 2,5 pL de cada primer na concentracdo de 5 uUM.,

totalizando um volume de 7,5 pL por frasco.

Analises filogenéticas realizadas para os representantes de Blastocladiomycota e

Chytridiomycota

A regido ITS foi utilizada em nossas analises para confirmacdo das
identificacbes morfologicas por meio da construcdo de arvores de maxima
verossimilhanca com representantes dos Filos Chytridiomycota e Blastocladiomycota.
As sequéncias consenso das regies 18S (SSU), ITS e 28S (LSU) foram geradas através
da andlise dos cromatogramas no programa “Sequencher’ Version 4.1.4”. Sequéncias
parciais das regides 18S (SSU) e 28S (LSU) dos isolados do PEIC, juntamente com as
demais sequéncias selecionadas no GenBank, foram concatenadas no programa
Seawiew 4.4.2 e posteriormente alinhadas online em (http://www.phylo.org/) pela
ferramenta MAFFT (7.058). A edicdo das sequéncias foi realizada automaticamente
pela ferramenta Gblocks 0.91b e manualmente no programa GeneDoc 2.7 (Nicholas &
Nicholas 1997). Os procedimentos de alinhamento e edicdo das sequéncias para a regiao
ITS (analisada separadamente) foram efetuados como descrito acima. A escolha das
sequéncias foi feita de modo a representar as principais classes e ordens dentro dos filos
Blastocladiomycota e Chytridiomycota. O modelo de substituicdo nucleotidica,
juntamente com a anélise Bayesiana foram processados no programa “Topali® version
2.5”, com 1.000.000 de geracgdes, 4 corridas com frequéncia de amostragem de 100 e
25% de “burn in”, que representa o valor de arvores descartadas. As analises de maxima

verossimilhanca foram geradas no programa Seaview 4.4.2 (Gouy et al. 2010).
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Resultados e Discussao

Cultivo dos taxons em meios de cultura especificos

De maneira geral houve dificuldade de obtencdo de culturas puras devido a lenta
taxa de crescimento destes fungos, corroborando com os comentarios de Letcher &
Powell (2005a). Além disto, outros fungos competidores, constantemente observados
durante a etapa de isolamento, dificultaram a obtencdo de culturas puras. Foi também
observado que os antibioticos utilizados, principalmente o sulfato de estreptomicina,
retardam muito o crescimento nos meios de cultura utilizados, sendo ideal a sua
utilizacdo somente durante a etapa de isolamento e purificacdo das culturas, com
posterior remoc¢do. O desenvolvimento em cultura pura dos taxons selecionados é

mostrado nas figuras 1 a 22.
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Figura 1. Allomyces sp.1. Meiosporangio em MPs. Figuras 2-3. Allomyces sp.2. 2.

Meiosporangios em MPs corados com lactofenol e azul de algoddo. 3. Meiosporangios
em PmTG. Figuras 4-6. Polychytrium aggregatum Ajello. 4. Zoosporéngios em PmTG.

5-6. Rizomicélio em PmTG.
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Figuras 7-12. Cladochytrium tenue Nowak.. 7-8. Diferentes estagios de

desenvolvimento dos zoosporangios em PmTG. 9-10. Liberagdo dos zoGsporos em

PmTG. 11-12. Rizomicélio com células turbinadas. Barras = 10 pm.
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Figuras 13-14. Rhizophydium sphaerotheca Zopf. 13-14. Zoosporangios formando

colébnia em PmTG. Figuras 15-16. Nowakowskiella multispora Karling. 15-16.
Zoosporangios e rizomicélio em PmTG. Figuras 17-18. Cladochytrium replicatum

Karling. 17-18. Células turbinadas em PmTG. Barras = 10 pum.
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Figuras 19-22. Entophlyctis luteolus Longcore. 19-20. Zoosporangios em meio de

cultura evidenciando a presenca de sistema rizoidal. 21-22. Zoosporangios com tubos de

liberagdo. Barras = 10 pm.

Producéo de biomassa de representantes de Blastocladiomycota e Chytridiomycota

Quanto a producdo de biomassa, a utilizagdo de frascos Erlenmeyer (250mL) com
cerca de 50 mL de meio PmTG apresentou resultados melhores do que a técnica do
microcultivo. A baixa disponibilidade de oxigénio, salientada em literatura, como fator
limitante para o desenvolvimento destes fungos (Sparrow 1968), provavelmente
também limitou o crescimento nos microtubos, ja que a utilizacdo de 1mL de meio de
cultura liquido, em um microtubo de capacidade de 1,5mL, resultou em pequena
disponibilidade de oxigénio para o crescimento do isolado. Entre os representantes de
Chytridiomycota, nenhum deles cresceu por meio desta técnica, enquanto as duas

espécies de Blastocladiomycota, Allomyces sp.1 e sp.2, cresceram, mas nao
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vigorosamente, sendo recomendado a ndo utilizagdo ou a modificagdo do método. Ja em
frascos Erlenmeyers, todos os representantes cresceram bem, sendo recomendada a
liofilizacdo da biomassa no prazo maximo de 15 dias, mesmo em pequena quantidade,
pois apos este periodo a maioria das culturas apresenta contaminante (embora muitas

vezes nao sejam observados sem auxilio do microscopio).

Extracdo, amplificacdo, purificacdo e sequenciamento do DNA gendmico de
representantes de Blastocladiomycota e Chytridiomycota

Para Entophlyctis luteolus, Cladochytrium replicatum, C. tenue, Nowakowskiella
multispora, Polychytrium aggregatum e Rhizophydium sphaerotheca a extracdo de
DNA a partir de biomassa liofilizada foi a que apresentou melhores resultados. A
extracdo a partir de biomassa fresca foi eficiente somente para os isolados
monocéntricos que produziram muitas colénias em meio de cultura, como Entophlyctis
luteolus e R. sphaerotheca, mas mesmo entre estes isolados a extracdo a partir de
material liofilizado apresentou melhores resultados. Ja para Allomyces sp.1 e Allomyces
sp.2 a extracdo a partir da biomassa obtida pela técnica de microcultivo foi a mais
eficiente. Os meios de cultura utilizados para isolamento e purificacdo, nimero de
depdsito na Colecdo de Culturas de Algas, Fungos e Cianobactérias do Instituto de
Botanica (CCIBt), bem como ,as etapas moleculares realizadas com cada um dos oito
taxons constam da Tabela 1. A amplificacdo do DNA foi a etapa laboratorial mais
trabalhosa para a maioria dos isolados, em especial a regido ITS, a qual foi a que
apresentou maiores problemas, enquanto a regido 28S foi a que apresentou melhores
resultados. Para a amplificacdo da regido ITS de Allomyces sp.1 e Allomyces sp.2
inimeras tentativas foram realizadas, obtendo-se sucesso somente apds a utilizacdo de

Rnase fornecida pelo Kit de extracdo “PureLink Genomic DNA Kit” (Invitrogen ).
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Nestes fungos, especificamente o0 RNA, atrapalha muito o processo de amplificacéo
(T.Y. James, comunicacdo pessoal). Foi observado também, que em culturas novas o
DNA é extraido e amplificado com mais facilidade e as sequéncias resultantes sdo de
melhor qualidade (auséncia de bases ambiguas e equilibrio de bases nitrogenadas).
Devido a baixa qualidade das sequéncias (principalmente ITS) obtidas para Allomyces
sp.1, Allomyces sp.2, Cladochytrium replicatum e C. tenue, 0 processo precisou ser
realizado varias vezes, afim de se obter sequéncias de boa qualidade, sendo as duas

espeécies de Allomyces enviadas por cinco vezes.
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Tabela 1. Meios de cultura utilizados para isolamento e purificacdo, niUmero na colecao de culturas (CCIBt) e etapas moleculares realizadas

para os taxons de Blastocladiomycota e Chytridiomycota do Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC).

Ndmero

Etapas moleculares

Taxons Meio de cultura na CCIBt Ordem Amplificacdo Sequenciamento
18S 1TS1-5.85-ITS2 28S 18S ITS1-5.8S-1TS2 28S

Allomyces sp.1 PmTG e MPs 4021  Blastocladiales v v v v v v
Allomyces sp.2 PmMTG e MPs 4020  Blastocladiales v v 4 v v v
Polychytrium aggregatum mgm.l-l:g € 4017  Cladochytriales v v v v v v
Nowgkowsklella mPmMTG e 4015  Cladochytriales v v v v v v
multispora PMTG
Cladochytrium replicatum mgm:::g € 4014  Cladochytriales v v v v
Cladochytrium tenue mgm:::g ¢ 4013  Cladochytriales v v v v v v

. mPmTG e -
Entophlyctis luteolus PMTG 4018 Chytridiales
Rhizophydium mPmTG e . . v v v v v v
sphaerotheca PMTG 4019  Rhizophydiales
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Analises filogenéticas realizadas para os representantes de Blastocladiomycota e

Chytridiomycota

Analise da regido ITS

Na andlise de méaxima verossimilnanca de representantes do Filo
Chytridiomycota (Figura 23) 0 modelo de substituicdo selecionado foi GTR+I+G,
enquanto para o Filo Blastocladiomycota o modelo foi GTR+I. Os nimeros de
acesso da regido ITS das sequéncias do GenBank utilizadas nestas analises sdo
mostrados na Tabela 2, enquanto dos isolados do PEIC sdo mostrados separadamente
na Tabela 4. A andlise de maxima verossimilhanca da regido ITS de representantes
de Chytridiomycota (Figura 23) mostra que esta regido fornece um bom indicativo
para confirmacdo das identificacbes morfoldgicas. Isso ocorreu com os isolados
Polychytrium aggregatum GHJ Brasil, Rhizophydium sphaerotheca GHJ Brasil e
Nowakowskiella multispora GHJ Brasil, que agruparam respectivamente, com as
espécies P. aggregatum AFTOL24, R. sphaerotheca BR89 e N. multispora ALJ
Brasil, com altos valores de suporte (100). J& entre 0s representantes de
Blastocladiomycota (Figura 24), a regido ITS ndo agrupou os isolados, Allomyces
sp.1 e Allomyces sp.2, com as espécies A. moniliformis e A. neomoniliformis, as quais
mais se aproximaram morfologicamente, como comentado no capitulo 2. No
GenBank, existe somente uma sequéncia disponivel da regido ITS para a espécie A.
neomoniliformis (CBS 105-52), a qual ndo foi incluida nesta analise devido a enorme

quantidade de bases ambiguas consecutivas (48 de 611).

Tabela 2. Numero de acesso das sequéncias das regides ITS selecionadas no GenBank.

PEFI - sequéncias provenientes de estudo de Jesus et al. (2013).



NuUmero da cultura/taxon

Ordem

Numero de acesso GenBank

ITS (ITS1-5.85-1TS2)

FILO CHYTRIDIOMYCOTA
M29 Nowakowskiella elegans
JEL127 Nowakowskiella sp.

ALJ Brasil Nowakowskiella multispora
ALJ Brasil Cladochytrium replicatum
BR316 Cladochytrium sp.

AFTOL27 Cladochytrium replicatum
BR89 Rhizophydium sphaerotheca
JEL222 Rhizophydium globosum

JEL 136 Rhizophydium brooksianum
JEL134 Rhizophydium carpophilum
JEL396 Rhizophydium sp.

AFTOL37 Rhizophydium sphaerotheca
AFTOL24 Polychytrium aggregatum
MPO056 Rhizoclosmatium globosum
MPO069 Chytriomyces hyalinus
PL115 Chytriomyces hyalinus
JEL324 Endochytrium sp.

JEL93 Karlingiomyces sp.

JEL347 Rozella sp.

AFTOL297 Rozella allomycis

FILO BLASTOCLADIOMYCOTA
ATCC10982 Allomyces anomalus
Australia3 Allomyces macrogynus
Cuba7 Allomyces javanicus
AFTOL300 Allomyces arbuscula
Californial Allomyces javanicus
CBS Allomyces javanicus
California70 Allomyces reticulatus
Texasl Allomyces arbuscula
WTBurma3-35 Allomyces macrogynus
MARCW16 Allomyces arbuscula
WM105 Allomyces moniliformis
India3 Allomyces moniliformis
Denmarkl Allomyces arbuscula
BelgianCongol Allomyces arbuscula
Californiaé Allomyces anomalus
JEL339 Catenaria sp.

JEL298 Catenophlyctissp.

JEL194 Catenaria anguillulae
AFTOL301 Basidiobolus ranarum
GBR10 Olpidium brassicae

Cladochytriales
Cladochytriales
Cladochytriales
Cladochytriales
Cladochytriales
Cladochytriales
Rhizophydiales
Rhizophydiales
Rhizophydiales
Rhizophydiales
Rhizophydiales
Rhizophydiales
Chytridiales
Chytridiales
Chytridiales
Chytridiales
Chytridiales
Chytridiales
Incertae sedis
Incertae sedis

Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Blastocladiales
Incertae sedis

Incertae sedis

AY353257
AY997065
PEFI
PEFI
IN943816
AY997037
IN943817
DQ485616
DQ485613
DQ485612
DQ485629
AY997082
AY997074
JX905553
JX905555
JX905556
AY997044
AY997056
AY997086
AY997087

HQ888721
HQ888723
HQ888720
AY997028
IN943672
AY349129
IN943676
HQ888724
IN943673
HQ888729
HQ888728
HQ888725
HQ888727
HQ888726
HQ888722
HQ888731
AY997034
HQ888736
AY997030
AY373014




Rozella sp JEL347
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Rozella allomycis AFTOL297

Karlingiomyces sp JEL93
10— Nowakowskiella elegans M29
90

95

Lz

Nowakowskiella sp JEL127
Nowakowskiella multispora GHJ Brasil

100 [
|

Nowakowskiella multispora ALJ Brasil

100 | Cladcohytrium replicatum ALJ Brasil

! Cladochytrium sp BR 316
84

Cladochytrium replicatum AFTOL 27

76

100 [—— Rhizophydium sphaerotheca BR89
L Rhizophydium sphaerotheca GHJ Brasil

100 [ Polychytrium aggregatum AFTOL 24
|

80

Polychytrium aggregatum GHJ Brasil

Cladochytrium tenue GHJ Brasil
54
86

0.1

Rhizoclosmatium globosum MP 056
100 [~ Chytriomyces hyalinus MP 069
L Chytriomyces hyalinus PL 115

91 |

Rhizophydium sphaerotheca AFTOL37

Endochytrium sp JEL324

100

Rhizophydium sp JEL396

Rhizophydium carpophilum JEL134
82 I

Rhizophydium brooksianum JEL136
Rhizophydium globosum JEL222

Figura 23. Analise de Méxima Verossimilhanga da regido ITS mostrando o posicionamento dos tdxons de Chytridiomycota do Parque Estadual

Estadual das Fontes do Ipiranga por Jesus et al. (2013).

da Ilha do Cardoso (PEIC), destacados em amarelo. Os isolados com a identificagdo ALJ Brasil séo provenientes do estudo realizado no Parque
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‘I Basidiobolus ranarum AFTOL-301
Olpidium brassicae GBR10
Allomyces anomalus ATCC 10982

Allomyces macrogynus Australia 3

Allomyces javanicus Cuba S7
Allomyces arbuscula AFTOL 300
Allomyces javanicus California 1
Allomyces javanicus CBS
Allomyces reticulatus California 70
Allomyces arbuscula Texas 1
Allomyces macrogynus WT burma 3-35
901 Allomyces arbuscula MAR CW16
Allomyces sp1 GHJ Brasil

Allomyces moniliformis WM105

" Allomyces moniliformis India 3

Allomyce arbuscula Denmark
Allomyces arbuscula Belgian Congo 1

Allomyces anomalus California 6

Allomyces sp2 GHJ Brasil

] Catenaria sp JEL 339

| Catenophlyctis sp JEL298
n Catenaria anguillulae JEL194

Figura 24. Anéalise de maxima verossimilhanca da regido ITS de isolados de Blastocladiomycota do Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC).
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Analise Bayesiana e de Maxima Verosimilhanga das regides 18S (SSU) e
28S(LSV).

A arvore filogenética concatenada (SSU+LSU) de analise Bayesiana e maxima
verossimilhanca (Figura 25) foram realizadas com sequéncias de 31 fungos do
GenBank, e duas sequéncias de isolados do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga
(PEFI) Jesus et al. (2013), sendo duas espécies do género Rozella Cornu,
selecionadas como “outgroup” (Tabela 3). Os resultados das andlises de maxima
verossimilhanca e Bayesiana estdo representadas na mesma arvore (Figura 25) por
apresentarem a mesma topologia. Os isolados do PEIC estdo mostrados
separadamente na Tabela 4. O numero de acesso no GenBank para as regides 18S e

28S sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. NUmero de acesso das sequéncias das regides 18S e 28S selecionadas no

GenBank. PEFI - sequéncias provenientes de estudo realizado no Parque Estadual

das Fontes do Ipiranga por Jesus et al. (2013).

NUmero de acesso

NUmero da cultura/isolado Ordem GenBank
18S 28S

JEL347 Rozella ex Rhizoclosmatium Incertae sedis AY601707 DQ273766
UCBA47-54 Rozella allomycis Incertae Sedis T.Y.James T.Y.James
AFTOL19 Physoderma maydis Blastocladiales AY601708 DQ273768
AFTOL18 Coelomomyces stegomyiae Blastocladiales AF322406 DQ273767
UCBA49 Blastocladiella emersonii Blastocladiales T.Y.James T.Y.James
Brazil2 Allomyces arbuscula Blastocladiales NGO017766 T.Y.James
CR74 Microallomyces sp. Blastocladiales AY635840 DQ273805
SA235 Hyaloraphidium curvatum Monoblepharidales NGO017172 NG027646
CR84 Oedogoniomyces sp. Monoblepharidales AY349026 AY349057
JEL183 Gonapodya sp. Monoblepharidales AF164329 AY349059
JEL45 Chytriomyces angularis Chytridiales AF164253 DQ273815
JEL342 Catenomyces sp. Blastocladiales AY635830 DQ273789
PLAUS21 Rhizophydium macroporosum Rhizophydiales T.Y.James AY439040
JEL326 Entophlyctis helioformis Chytridiales AY635826 DQ273784
JEL197 Batrachochytrium dendrobatidi Rhizophydiales AF164301S1 NG027619
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Nlmero de acesso

Numero da cultura/isolado Ordem GenBank

18S 28S
ATCC48900 Spizellomyces punctatus Spizellomycetales NGO017173 NG027618
JEL324 Endochytrium sp. Cladochytriales AY635844 DQ273816
Nowakowskiella multispora ALJ Brasil Cladochytriales PEFI PEFI
JEL180 Cladochytrium replicatum Cladochytriales NG017169 AY546683
Cladochytrium replicatum ALJ Brasil Cladochytriales PEFI PEFI
JEL93 Karlingiomyces sp. Cladochytriales AF164278 AY439069
JEL109 Polychytrium aggregatum Cladochytriales AY601711 AY439068
AFTOL634 Synchytrium decipiens Chytridiales DQ536475 DQ273819
AFTOL635 Synchytrium macrosporum Chytridiales DQ322623 DQ273820
JEL47 Phlyctochytrium planicorne Chytridiales DQ536473 AY439028
JEL221 Rhizophydium sp. Rhizophydiales T.YJames DQ273834
WB228 Cladochytrium polystomum Cladochytriales KF711853 KF711852
NBRC195429 Cladochytrium sp. Cladochytriales AB586077 AB586082
JEL186 Asterophlyctis sarcoptoides Chytridiales AF164317 AY439070
MP4 Chytriomyces hyalinus Chytridiales DQ536487 DQ273836
JEL59 Chytriomyces spinosus Chytridiales AF164323 AY439073
JELO6 Rhizoclosmatium globosum Chytridiales AF164311 AY439061
JEL161 Podochytrium sp. Chytridiales AF164305 AY988517
GE13 Neocallimastix sp. Neocallimastigales DQ322625 DQ273822
SS218 Olpidium brassicae Incertae Sedis T.Y.James T.Y.James

Para analise concatenada das regies 18S e 28S de 2329 caracteres, 0 modelo de

substituicdo nucleotidica selecionado foi Tamura 3 parametros com distribuicao
gama (TrN+G) (Tamura & Nei 1993). Entre o0s representantes do Filo
Blastocladiomycota (Figuras 1-3), os dois tdxons de Allomyces do PEIC (sp.1 e sp.2),
formaram um grupo com altos valores de suporte (91/1.00) com Allomyces arbuscula
Brazil2 e com Microallomyces sp. (CR74), tendo como grupo irmdo Blastocladiella
emersonii (UCB49-1). Ja dentro de Chytridiomycota, Rhizophydium sphaerotheca do
PEIC, formou um grupo fortemente suportado (100/1.00), com outra espécie do
género, Rhizophydium macroporosum PLAUS21, embora a presenca de Entophlyctis
helioformis (Dang) Ramsb (JEL326 - Chytridiales) como grupo irmdo, indique a
necessidade de inclusdo de mais sequéncias do género Rhizophydium em outras

analises. A espécie Polychytrium aggregatum Ajello do PEIC, formou um grupo com
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altos valores de suporte (100/1.00), com o espécime P. aggregatum JEL109, tendo
como grupo irmao Karlingiomyces sp. (JEL93), corroborando os dados de Letcher &

Powell (2005a) e James et al. (2006a) e Longcore & Simmons (2012).

Tabela 4. Numero dos taxons do Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC) na Colecédo
de culturas de Algas, Fungos e Cianobactérias do Instituto de Botanica de S&o Paulo

(CCIBt) e numeros de acesso no GenBank.

Numero de acesso GenBank

Taxon Numero Ordem ITS1-5.8S-
CCIBt 18S ' 285
TS2

Allomyces sp.1 4021 Blastocladiales KJ464405 KJ464406  KJ464407
Allomyces sp.2 4020 Blastocladiales KJ464416  KJ464417 KJ539150
Cladochytrium tenue Nowakowski 4013 Cladochytriales KJ539144  KJ539145  KJ539146
Cladochytrium replicatum Karling 4014 Cladochytriales KJ464414 KJ464415
Nowakowskiella multispora Karling 4015 Cladochytriales KJ539147  KJ539148  KJ539149
Polychytrium aggregatum Ajello 4017 Cladochytriales KJ464408  KJ464409 KJ464410

Rhizophydium sphaerotheca Zopf 4019 Rhizophydiales KJ464411 KJ464412 KJ464413
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— - IUCB 47 54 Rozella allomycis
JEL347 Rozella ex. Rhizoclosmatium

11, SAG235 1 Hyaloraphidium curvatum
‘DI IDD.-'I.DDE CR84 Oedogoniomyces sp.
JEL183 Gonapodva sp

JEL47 Phlyctochytrium planicome

80/1.00 100/1.00 WB228 Cladochytrium paolystomum
1 100/1.00— MNBRC105429 Cladochytrium sp
] g L—  Cladochytrium tenue GHJ Brasil
1pig /L. JEL186 Asterophlyctis sarcoptoides s g
im0 - JEL59 Chytriomyces spinosus E> Chytrldlales
51/0.89 MP4 Chytriomyces hyalinus )
JELO6 Rhizoclosmatium globosum

JEL161 Podochytrium sp.
JELIS Karlingiomyces sp.

JEL109 Palychytrium aggregatum
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woroof JEL180 Cladochytrium replicatum
Cladochytrium replicatum ALJ Brasil

92/0.881  Cladochytrium replicatum GHJ Brasil gt

JEL324 Endochytrium sp I::> Cladochytriales

100/L.00) Nowakowskiella multispora GHJ Brasil

Nowakowskiella multispora ALJ Brasil

JEL34Z Uatenomyces sp.

. / PLAUS21 Rhizophydium macroporosum

571037 Rhizophydium sphaerotheca GHJ Brasil

/1. JEL326 Entophlyctis helioformis
79/1.00 JEL197 Batrachochytrium dendrobatidis

| Ii AFTOL1TS Physoderma maydis
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Figura 25. Andlise de Méaxima Verossimilhanga/Bayesiana, mostrando o posicionamento dos isolados de Blastocladiomycota e Chytridiomycota

100400

-0.72] 2%/L.00

U1

do Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC), destacados em amarelo. Os isolados com a identificagdo ALJ Brasil s&o provenientes do estudo

de Jesus et al. (2013). Os valores de suporte sdo indicados maxima verossimilhanca/Anélise Bayesiana.
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Possiveis modificacBes taxonémicas e nomenclaturais nas ordens Chytridiales e
Cladochytriales

Embora estudos de ultraestrutura dos zoosporos e informagdes complementares
de outras regibes génicas (RPB1) sejam ainda necessérias, a analise preliminar de dados
concatenados (SSU+LSU) demonstrou que Cladochytrium tenue forma um clado com
altos valores de suporte (100/1.00) com C. polystomum e Cladochytrium sp. NBRC,
junto com Asterophlyctis sarcoptoides (JEL186), Podochytrium sp (JEL161),
Rhizoclosmatium globosum (JELO6), Chytriomyces hyalinus (MP4), C. spinosus
(JEL59) e Phlyctochytrium planicorne (JEL57), classificados em outros estudos
moleculares (Letcher & Powell 2005a, Letcher & Powell 2005b, James et al. 2006a)
dentro da ordem Chytridiales sensu Barr (1980). J& os trés diferentes espécimes de
Cladochytrium replicatum Karling (JEL 180, ALJ e GHJ) formaram um clado
fortemente suportado (99/1.00) junto as espécies de Nowakowskiella multispora (GHJ e
ALJ) e Endochytrium sp. (JEL324), clados formalmente incluidos na ordem
Cladochytriales de Mozley-Standridge (2009) (Figura 25). Se estes dados forem
confirmados, a espécie Cladochytrium replicatum precisard ser renomeada, pois
segundo o principio da prioridade (artigo 11.3) contido no Codigo Internacional de
Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas (McNeill et al. 2012), o nome do género
deriva do nome da primeira espécie validamente publicada, no caso, C. tenue. E ainda, a
nomenclatura taxonémica da ordem Cladochytriales S.E. Mozley-Standridge e da
familia Cladochytriaceae J. Schrot. precisara ser reavaliada, ja que ambas sdo derivadas
de C. tenue, pois a familia Cladochytriaceae é constituida somente pelo género-tipo
Cladochytrium Nowak., e a ordem Cladochytriales representada pela primeira familia
validamente publicada (Cladochytriaceae). Além das implicacbes nomenclaturais

derivadas destas analises, existe ainda consideracdes morfoldgicas muito importantes
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sobre a taxonomia classica que é a presenca de células turbinadas, considerada
caracteristica diagnéstica do género Cladochytrium (Nowakowski 1877), as quais se
encontram compartilnadas em nossas anélises, tanto nas espécies incluidas na ordem
Cladochytriales (JEL180, GHJ, ALJ) como nas inseridas em Chytridiales
(Cladochytrium polystomum, Cladochytrium sp NBRC e C. tenue). Isso pode ser
indicativo de que esta estrutura ndo € um carater filogeneticamente informativo, e pode
ter aparecido varias vezes durante o processo evolutivo, similar ao concluido por James
et al. (2006) com relacdo ao opérculo. Embora os resultados sejam preliminares, a
utilizacdo de duas regides (SSU + LSU) confirmam fortemente nossas analises, visto
que Steiger et al. (2011) transferiu Cylindrochytridium johnstonii para Cladochytriales,
baseado em analises morfoldgicas e sequéncias parciais da regido 28S (LSU), sem
nenhuma analise ultraestrutural do zoGsporos.

Por intermédio deste estudo foi realizado o cultivo e a disponibilizagdo pela
primeira vez de sequéncias de isolados brasileiros dos filos Blastocladiomycota e
Chytridiomycota no GenBank, bem como, discutido o posicionamento filogenético da
espécie-tipo Cladochytrium tenue. Estes resultados aqui obtidos mostram sua grande
relevancia no cenario mundial ao indicar a segregacdo de Cladochytrium tenue da

ordem Cladochytriales e as possiveis alteracbes nomenclaturais subsequentes.
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Consideracoes finais

De modo geral, a comunidade de fungos zoosporicos encontrada, durante o
periodo de estudo no Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC), se mostrou
diversificada, tendo sido representadas as ordens Blastocladiales, Chytridiales,
Cladochytriales, Rhizophydiales e Monoblepharidales, dos filos Blastocladiomycota e
Chytridiomycota. Representantes do filo Chytridiomycota foram predominantes, tanto
em &gua como em solo, mostrando sua presenca e importancia nos ambientes aquaticos
e terrestres. Para comparar os dois compartimentos, o indice de similaridade de
Serensen foi calculado por meio da férmula SI= [2¢/(a=+b)] x100, onde “c” representa
o numero de tdxons comuns aos dois compartimentos, “a” numero de tdxons na agua e
“b” nimero de taxons no solo (Mueller-Dombois & Ellemberg 1974). Com excecao de
Chytriomyces lucidus Karling, citado pela primeira vez para o Brasil, todos os outros
taxons identificados foram anteriormente citados para o pais.

A rigueza total dos taxons presentes nos dois compartimentos (agua e solo) foi
representada por 34 taxons (Tabela 1). Destes, 31 pertencem ao filo Chytridiomycota e
apenas trés ao Filo Blastocladiomycota. A ordem Chytridiales foi a melhor
representada, com 19 tdxons e 56% da riqueza total de espécies. A abundancia total foi
representada por 256 isolados, do quais 112 foram registrados em agua e 144 em solo,
evidenciando a maior ocorréncia e distribuicdo destes fungos em ambientes terrestres,
considerados mais estaveis e com maior quantidade de matéria orgéanica que 0S
aquaticos. Cladochytrium tenue, Cladochytrium  replicatum, Karlingiomyces
granulatus, Septochytrium sp., Chytriomyces appendiculatus, C. spinosus,
Polychytrium aggregatum, Entophlyctis luteolus foram os taxons mais abundantes,

enquanto Allomyces sp 1, Allomyces sp.2, Phlyctochytrium furcatum, P. mucronatum,
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Entophlyctis lobata e Gonapodya prolifera ocorreram somente uma vez ao longo de
periodo de estudo (Tabela 1). Observou-se preferéncia de determinados taxons aos
compartimentos, sendo Chytriomyces hyalinus, C. spinosus, Phlyctochytrium furcatum,
Entophlyctis lobata, Diplophlyctis intestina, D. sarcoptoides, Nowakowskiella
hemisphaerospora, N. multispora, Gonapodya prolifera, encontrados exclusivamente
em &gua, enquanto Allomyces sp.1, Allomyces sp.2, Chytriomyces lucidus,
Phlyctochytrium mucronatum, Rhizidium verrucosum, Septosperma rhizophydii ,
Entophlyctis sp, Septochytrium sp., Rhizophydium sphaerotheca e R. stipitatum
exclusivamente em solo. Quinze taxons (44%) ocorreram nos dois compartimentos

(Tabela 1).

Tabela 1. Abundancia e riqueza total dos taxons encontrados nas amostras de agua e

solo no Parque Estadual da Ilha do Cardoso de Agosto/2012 a Junho/2013.

Téxons/Compartimentos — Abundancia Total
Agua Solo

FILO BLASTOCLADIOMYCOYA

BLASTOCLADIOMYCETES

BLASTOCLADIALES

BLASTOCLADIACEAE
Allomyces sp.1 0
Allomyces sp.2 0
Catenophlyctis variabilis (Karling) Karling 6 1 7
FILO CHYTRIDIOMYCOTA

CHYTRIDIOMYCETES

CHYTRIDIALES

CHYTRIDIACEAE
Chytriomyces appendiculatus Karling 11 5 16
C. hyalinus Karling 3 0 3
C. spinosus Fay 16 0 16
C. lucidus Karling 0 4 4
Karlingiomyces dubius (Karling) Sparrow 2 7 9
K. granulatus (Karling) Sparrow 1 18 19
Karlingiomyces sp. 2 8 10
Phlyctochytrium aureliae Ajello 1 5 6
P. furcatum Sparrow 1 0
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Taxons/Compartimentos — Abundancia Total
Agua Solo
P. mucronatum Canter 0 1 1
Rhizidium verrucosum Karling 0 2 2
Septosperma rhizophydii Whiffen ex W.H. Blackw. & M.J. 0 7 7
Powell
ENDOCHYTRIACEAE
Entophlyctis luteolus Longcore 2 11 13
E. lobata Willoughby & Towley 1 0 1
Entophlyctis sp. 0 2 2
Diplophlyctis asteroidea Dogma 2 1 3
D. complicata (Willoughby) Dogma 1 2 3
D. intestina (Schenk) J. Schroter. 4 0 4
D. sarcoptoides (H.E. Petersen) Dogma 2 0 2
CLADOCHYTRIALES
CLADOCHYTRIACEAE
Cladochytrium replicatum Karling 19 3 22
C. tenue Nowak. 11 17 28
Polychytrium aggregatum Ajello 10 5 15
INCERTAE SEDIS
Catenochytridium sp 1 2 3
NOWAKOWSKIELLACEAE
Nowakowskiella hemisphaerospora Shanor 5 0
N. multispora Karling 9 0 9
SEPTOCHYTRIACEAE
Septochytrium sp. 0 17 17
RHIZOPHYDIALES
RHIZOPHYDIACEAE
Rhizophydium coronum Hanson 1 5 6
R. elyense Sparrow 1 5 6
R. sphaerotheca Zopf 0 8 8
R. stipitatum Sparrow 0 4 4
MONOBLEPHARIDOMYCETES
MONOBLEPHARIDALES
GONAPODYACEAE
Gonapodya prolifera (Cornu) Fischer 1 0 1
Riqueza 24 25 34
Abundéancia 112 144 256

Apesar das condigdes abioticas particulares de cada compartimento, ndo foram
observadas diferencas significativas (p < 0,05) nos valores dos indices bioldgicos de
riqueza, diversidade de Shannon (H”), dominéncia de Simpson (D) e equitatividade (E)

(Tabela 3). A diversidade total (H’= 3,14; D= 0,05; E= 0,85 ), além do valor da
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similaridade de Sgrensen (61,2%) para agua e solo, sdo indicativos de uma micota
bastante diversa e com poucos taxons dominantes, como ressaltado por Nascimento et
al. (2011, 2012), evidenciando a importancia de esforco amostral quando da

determinacéo dos locais e periodicidade de coleta.

Tabela 2. indices biologicos de riqueza, diversidade de Shannon, dominancia de

Simpson e equitatividade, nos compartimentos agua e solo, durante o periodo de estudo.

indices Agua Solo Total
Riqueza (S) 24a 25a 34

Shannon (H") 2,3a 2,6a 3,14
Simpson (D) 0,1a 0,1a 0,05
Equitatividade 0,8a 0,9 0.85

Considerando o atual estado de impactacdo de areas de Mata Atlantica,
exaustivamente citada em literatura, e a escassez de estudos taxondmicos e moleculares
com os fungos zoosporicos no Brasil, este trabalho indica seu pioneirismo por mostrar
pela primeira vez, a diversidade de fungos zoospéricos no PEIC, bem como, por
contribuir com dados moleculares de cerca de 24% dos taxons identificados neste
estudo, disponibilizando pela primeira vez sequéncias (regides SSU, ITS e LSU) de
isolados brasileiros no GenBank.. Além disso, o posicionamento da espécie-tipo
Cladochytrium tenue, dentro da ordem Chytridiales, por meio das analises filogenéticas,
traz importantes implicacbes e consideracdes taxonémicas e nomenclaturais para a

ordem Cladochytriales.
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