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Luttrell, E.S. 1958. Mycologia 50: 942-944.
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RESUMO

Os fungos micorrizicos arbusculares formam associacdo simbidtica com a maioria das
plantas. A partir de dados de SSU rDNA, esses fungos foram recentemente agrupados em um
novo filo (Glomeromycota); no entanto, ainda existem lacunas acerca da sua classificagdo. Os
objetivos desse trabalho foram: a) determinar as relagdes evolutivas em Glomeromycota a
partir de dados morfoldgicos e moleculares, construindo arvores filogenéticas; b) propor
novas hipoteses nas relagdes filogenéticas do grupo, bem como a utilizagao de outros genes,
além do rDNA, na sua avaliacdo cladistica; c¢) contribuir para o diagndstico de espécies em
Gigaspora; d) desenvolver chaves para identificacdo de espécies em Scutellospora.
Seqiiéncias parciais de LSU rDNA, bem como dados morfologicos foram usados na
filogénese de Glomeromycota. As arvores obtidas indicaram que: o filo ¢ monofilético,
Paraglomeraceae ¢ um grupo basal, Acaulosporaceae e Gigasporaceae estdo unidos em um
mesmo clado e Glomeraceae ¢ polifilético, como descrito em trabalhos anteriores. Entretanto,
apesar dos resultados suportarem a maioria dos dados mostrados por outros autores, outras
espécies precisam ser avaliadas para determinagdo de grupos ainda ndo resolvidos no filo.
Também foram analisadas seqiiéncias de possiveis genes mitocondriais para avaliagdo
filogenética de Gigaspora ¢ ao menos uma das seqiiéncias se mostrou filogenética-
informativa. Para facilitar o processo de identificagdo das espécies em Scutellospora, chaves
dicotomicas foram construidas a partir de dados morfolégicos. Além disso, um primer
espécie-especifico foi desenhado para G. albida, pois esta espécie tem sido,

morfologicamente, confundida com outras (G. margarita e G. rosea), do mesmo género.

Palavras-chave: Glomeromycota; rDNA; filogenia; micorriza arbuscular; taxonomia; primer.
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ABSTRACT

The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) form symbiotic association with most plants. From
data of SSU rDNA, these fungi were recently grouped in a new phylum (Glomeromycota);
however much is still unclear in the classification of the group. Thus, the objectives of this
work were: (a) to determine the evolutive relations in Glomeromycota using morphological
and molecular data, and constructing phylogenetic trees; (b) suggest new hypothesis regarding
the phylogenetic relations of the group, as well as the utilization of other genes, besides the
rDNA, in the cladistic evaluation; (c) contribute for the diagnostic of species in Gigaspora;
(d) to build keys for identification of species in Scutellospora. Partial sequences of LSU
rDNA and morphological data were used in the phylogenesis of Glomeromycota. The trees
obtained indicated that: the phylum is monophyletic, Acaulosporaceae and Gigasporaceae are
united in the same clade, and Glomeraceae is poliphyletic, as previously described. However,
although the results support most of the data shown by other researchers, other species should
be evaluated for determination of groups still not understood in the phylum. Sequences of
possible mitochondrial genes for phylogenetic evaluation of Gigaspora were also analyzed
and at least one of them was phylogenetic-informative. In order to help the identification of
Scutellospora species, dichotomic keys using morphological data were constructed. A
species-specific primer was also designed for G. albida, because this species has been

morphologically confused with others (G. margarita and G. rosea) of the same genera.

Key-words: Glomeromycota; rDNA; phylogeny; arbuscular mycorrhiza; taxonomy; primer.
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INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos, entre os quais os arbusculares, sao capazes de aumentar a
capacidade de absor¢do de nutrientes pelas plantas (Cooper & Tinker, 1978), desempenhando
importante papel no equilibrio dos ecossistemas terrestres, atuando na defini¢do de nichos
ecoldgicos e na determinacdo da composicdo das comunidades vegetais (Francis & Read,
1995).

A histéria taxonomica dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) ¢ relativamente
recente ¢ a primeira revisdo de Endogonaceae (Endogonales, Zygomycetes), grupo onde se
incluiam esses fungos, foi publicada antes de suas relagdes simbioticas serem entendidas
(Thaxter, 1922). Gerdemann & Trappe (1974), apesar de estabeleceram novas bases para a
classificagdo do grupo, mantiveram-no em Endogonaceae. Morton (1990) considerou que
fossem de origem monofilética e, pela simbiose obrigatéria e formagdo de arbusculos,
agrupou-os em Glomales (Morton & Benny, 1990). Entretanto, estudos moleculares recentes
tém oferecido subsidios para mudancas significativas na classificagdo dos FMA (Redecker et
al., 2000a; 2000b; Morton & Redecker, 2001; Schwarzott et al., 2001) o que culminou com a
proposta de Schiifller et al. (2001) de colocé-los em novo filo: Glomeromycota.

A identificagdo dos FMA ¢ baseada, sobretudo, em caracteres subcelulares,
considerando principalmente as camadas da parede do esporo, que foram extensivamente
descritas por Walker (1983). Além das camadas também sdo utilizadas algumas propriedades
da parede, tais como espessura, pigmentacdao, ornamentacdo e reacdes histoquimicas que
podem ser observadas em esporos quebrados (Bentivenga & Morton, 1994). O grupo
apresenta mais de 160 espécies e a identificacdo, ao nivel especifico, requer bastante
experiéncia do pesquisador para realiza-la corretamente (Bentivenga & Morton, 1994).
Assim, ¢ de interesse que novas metodologias, para facilitar a identificagdo, sejam

incorporadas para estudo taxondmico do grupo.
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Os objetivos desse trabalho foram; a) determinar as relagdes evolutivas em
Glomeromycota a partir de dados morfoldgicos e moleculares, construindo arvores
filogenéticas; b) propor novas hipoteses nas relagdes filogenéticas do grupo, bem como a
utilizacao de outros genes, além do rDNA, na sua avaliagdo cladistica; c¢) contribuir para o
diagnostico de espécies em Gigaspora; d) desenvolver chaves para identificagao de espécies

em Gigasporaceae.



CAPITULO 1

Revisao de literatura
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REVISAO DE LITERATURA

Geralmente considera-se que o sistema taxondmico tem duas fungdes: a primeira ¢
prover um indice para espécies e a segunda, mostrar as relacdes filogenéticas entre elas. A
taxonomia ¢ a ciéncia da sintese, sua fun¢do ¢ reunir dados de varias ciéncias (morfologia,
citologia, fisiologia, genética, bioquimica, etc.) e integra-los em um sistema util e dindmico.
Na medida em que novos dados vao sendo produzidos (morfologia, bioquimica, etc.), sdo
incorporados nos sistemas, muitas vezes mudando-os radicalmente. Assim, o sistema de
classificagdo representa hipoteses, e essas, como todas as outras, sdo importantes, ndo so para
indicar as relagdes entre os dados existentes, mas para apontar futuras linhas de pesquisas

(Luttrell, 1958).

1. Historia da classificacao dos FMA

1.1. Classificagdo dos FMA: um ponto de vista morfologico

O termo micorriza foi usado pela primeira vez por Frank, em 1885; entretanto, em
1845 Tulasne & Tulasne ja haviam descrito o primeiro género (Glomus Tul. & Tul.) de
fungos micorrizicos arbusculares. De inicio com apenas duas espécies (G. macrocarpum e G.
microcarpum), Glomus ¢ hoje o género com maior diversidade especifica entre os FMA.
Sclerocystis Berk. & Broome viria a ser descrito apenas 28 anos depois de Glomus (Berkeley
& Broome, 1873), e a primeira revisdo de Endogonaceae, grupo onde se incluia os FMA, foi
publicada s6 em 1922, por Thaxter (Tab. 1). Endogonaceae compreendia quatro géneros
(Endogone Link ex Fries, Glaziella Berk., Sclerocystis e Sphaerocreas Saccardo & Ellis),
sendo os membros de Glomus transferidos para Endogone (Thaxter, 1922). Dessa forma, os
FMA englobavam apenas Endogone e Sclerocystis até 1974, quando Gerdemann & Trappe

dividiram Endogone em quatro géneros (Endogone sensu stricto, Gigaspora Gerd. & Trappe



SILVA, G. A. Aspectos taxondmicos e filogenéticos em fungos micorrizicos arbusculares (Glomeromycota) 4

emend. Walker & Sanders, Glomus e Modicella Kanouse); trés desses géneros existiam no
passado, enquanto Gigaspora foi descrito como novo nessa ocasido. Além disso, foi criado o
género Acaulospora Gerd. & Trappe, com os FMA sendo considerados em quatro géneros
(Tab. 1). Apesar da manutencdo dos FMA ainda em Endogonaceae, este trabalho foi um
marco na taxonomia e sistematica do grupo, nao so pela recolocacdao e descricdo de novos
géneros, mas por moldar as bases para identificagdo e classificagdo desses fungos, as quais
ainda hoje sdo utilizadas.

A partir de Gerdemann & Trappe (1974), uma sucessdo de trabalhos em taxonomia e
classificagdo de FMA foram publicados. Ames & Schneider (1979) descreveram o género
Entrophospora Ames & Schneider; Walker (1983) estabeleceu os tradicionais conceitos para
a identificacdo desses fungos a partir dos diversos tipos de “parede” e Berch & Koske (1986),
Morton (1986), Walker (1986b) e Spain et al. (1989) descreveram novos tipos de “parede”.
Esses trabalhos mudaram profundamente o modo de identificacdo e a descri¢do de novas
espécies.

Gigaspora reunia dois grupos: um com esporos apresentando camadas de paredes
internas e estrutura especializada para a germinagao (placa germinativa), € outro cujos esporos
ndo apresentavam tais caracteristicas. Assim, Walker & Sanders (1986) dividiram o género,
mantendo Gigaspora e descrevendo Scutellospora Walker & Sanders com base na presenga
de placa germinativa e parede interna. Apesar da descricio dos dois novos géneros
(Entrophospora e Scutellospora) e dos avangos taxonomicos, os FMA continuaram sendo
agrupados em Endogonaceae. Em 1989, Pirozynski e Dalpé, com base em registros fosseis,
separaram Glomus e Sclerocystis em uma nova familia (Glomaceae), mantendo os demais
géneros em Endogonaceae (Tab. 1) até que Morton (1990), em trabalho filogenético pioneiro
para os FMA, estabeleceu que esses fungos formavam um grupo monofilético e que suas

relacdes filogenéticas com outros membros de Endogonales eram obscuras (Fig. 1).
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Tabela 1. Historico dos principais sistemas de classificacdo dos FMA, considerando filo, classe, ordem, subordem, familia e género.

Thaxter (1922) Gerdemann & Pirozynski & Dalpé Morton & Benny Cavalier-Smith (1998) Morton & Redecker SchiiBller et al. (2001)
Trappe (1974) (1989) (1990) (2001)
- Eumycota Amastigomycota Amastigomycota Archemycota Zygomycota Glomeromycota
Fungi Zygomycetes Zygomycetes Zygomycetes Glomomycetes Zygomycetes Glomeromycetes
Mucorales Mucorales Endogonales Glomales Glomales Glomales Archaeosporales
Endogonaceae Endogonaceae Endogonaceae Gigasporineae Gigasporineae Gigasporineae Archaeosporaceae
Endogone Acaulospora Acaulospora Gigasporaceae Gigasporaceae Gigasporaceae Archaeospora
Glaziella Endogone Endogone Gigaspora Gigaspora Gigaspora Geosiphonaceae
Sclerocystis Gigaspora Entrophospora Scutellospora Scutellospora Scutellospora Geosiphon
Sphaerocreas Glaziella Gigaspora Glomineae Glomineae Glomineae Diversisporales
Glomus Scutellospora Acaulosporaceae Acaulosporaceae Acaulosporaceae Acaulosporaceae
Modicella Glomaceae Acaulospora Acaulospora Acaulospora Acaulospora
Sclerocystis Glomus Entrophospora Entrophospora Entrophospora Entrophospora
Sclerocystis Glomaceae Glomaceae Archaeosporaceae Diversisporaceae
Glomus Glomus Archaeospora Diversispora?
Sclerocystis Sclerocystis Glomaceae Gigasporaceae
Glomus Gigaspora
Paraglomaceae Scutellospora
Paraglomus Glomerales
Glomeraceae
Glomus
Paraglomerales
Paraglomeraceae
Paraglomus

* Os géneros em negrito representam aqueles que continham espécies de FMA
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Morton & Benny (1990) criaram a ordem Glomales para os FMA, distribuindo-os em trés
familias (Acaulosporaceae, Gigasporaceae e Glomaceae) e seis géneros (Tab. 1). De acordo com
esses autores Gigasporaceae estaria separada, formando uma subordem (Gigasporineae),
enquanto Acaulosporaceae e Glomaceae eram agrupados em Glomineae. Almeida & Schenck
(1990), em revisao de Sclerocystis, também propuseram mudancas significativas para o grupo,
determinando que todas as espécies do género, exceto S. coremioides, pertenceriam a Glomus,
fechando assim um ciclo de mudangas na classificagdo apenas a partir de observagdes

morfoldgicas.

Scutellospora

Acaulospora Entrophospora

Glomus e
Sclerocystis

Gigaspora

Figura 1. Arvore filogenética representando as relacdes em Glomales (Morton, 1990).
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1.2. Evidéncias e iniciativas para mudancas na classificacdo: A bioquimica e a biologia

molecular como ferramenta

A descricdo de uma ordem (Glomales) para os FMA foi criticada por Walker (1992), que
questionou o fato de que um unico carater (habilidade para formar micorriza arbuscular) pudesse
definir validamente uma ordem, visto que o habito ectomicorrizico evoluiu varias vezes e ¢
encontrado em fungos de trés classes. Desse modo, também seria possivel que o arbtisculo tivesse
aparecido em processos evolutivos mais de uma vez. Walker (1992) também questionou o
monofiletismo de Glomus, com base nos dados de sinanomorfia entre Glomus leptotichum e
Acaulospora gerdemannii, citando a problematica de outras espécies do género como G. lacteum
e G. scintillans, que parecem ter mais afinidades com Gigasporaceae do que com Glomaceae, €
Glomus tenue, que possui polissacarideos estruturais diferentes daqueles encontrados em outras
espécies do género. Ainda segundo o autor, fatores tais como modo de germinagdo e tipos
distintos de oclusdo do esporo, deveriam ser observados e incluidos em analises filogenéticas de
Glomus. Entretanto, o destaque do trabalho de Walker (1992) seria a sugestdo do uso de dados
moleculares na analise filogenética dos FMA.

Em trabalho pioneiro utilizando seqiiéncias de rDNA como ferramenta para classificagdo
de FMA, Simon et al. (1993) observaram diferentes tendéncias para o grupo em relacdo as
analises morfoldgicas: Glomales seria realmente monofilético, porém Acaulosporaceae estaria
mais proxima de Gigasporaceae do que de Glomaceae; Scutellospora seria basal em relagdo a
Gigaspora e ndo o contrario, como observado por Morton (1990) e Glomaceae poderia ser
subdividida quando mais espécies fossem analisadas. Contudo, Gianinazzi-Pearson et al. (1994)
encontraram B (1 — 3) glucanos apenas na parede de espécies de Acaulosporaceae e Glomaceae

e reforcaram a hipotese de Morton (1990) a respeito da proximidade filogenética dessas familias.
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Além disso, dados de ontogénese dos esporos (Franke & Morton, 1994; Bentivenga & Morton,
1995; Morton, 1995) indicavam que Gigaspora seria basal em relacdo a Scutellospora, como
previamente estabelecido com dados morfologicos (Morton, 1990), pois no processo de formagao
do esporo existiam etapas (formagdo das “paredes germinativas™) que s6 ocorriam numa fase
posterior e apenas em Scutellospora. Esse fato também seria confirmado por Bentivenga &
Morton (1996), a partir de analise filogenética com uso do perfil de acidos graxos.

Graham et al. (1995) observaram a presenga do acido graxo 16:1 7 cis apenas em G.
leptotichum (A. leptoticha) e G. occultum e chamaram a atengdo para o fato de que esporos
apenas dessas espécies, dentre todas examinadas, ndo coram com azul de Trypan. Também
observaram a presenga do acido graxo 20:0 iso apenas em G. claroideum e G. etunicatum.

Schiiller et al. (1994) sugeriram que Geosiphon pyriforme (Geosiphonales), fungo nao
micorrizico que vive em endosimbiose com Nostoc (cianobactéria), considerado entre os
Zygomycetes, seria relacionado com Glomales devido a semelhangas morfologicas com Glomus.
Mais tarde essas evidéncias foram comprovadas através do sequenciamento de SSU rDNA
(Gehrig et al., 1996), sendo sugerido que G. pyriforme seria uma espécie basal em Glomales. Por
outro lado, a partir de analises de seqiiéncias de SSU rDNA, Sawaki et al. (1998) relataram que
A. gerdemannii/G. leptotichum (A. leptoticha) ocuparia uma posicao basal, separada de todo o
grupo, em Glomales. Essa espécie também apresentava caracteristicas morfologicas quase unicas;
assim, dados de morfologia associados a dados moleculares indicavam que uma nova familia
deveria ser estabelecida.

Morton (1996) iniciou os trabalhos que associariam a ontogénese da parede a descricao de
espécies em Glomus. Porém, apenas no ano seguinte a ontogenia do esporo seria associada a

filogénese e inferidas consideragdes acerca do polifiletismo no género (Stiirmer & Morton,
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1997). Esses autores relataram que G. clarum e G. etunicatum apresentavam apenas uma camada
de parede nos estadios mais juvenis, enquanto G. claroideum e G. intraradices formavam duas
camadas durante o mesmo estadio de formacdo. Dessa forma foi considerada, em Glomus, a
possivel existéncia de dois grupos de espécies com diferentes ancestrais. Apesar da proposi¢ao
quanto ao polifiletismo em Glomus, Stiirmer & Morton (1997) ndo fizeram consideragdes acerca
da similaridade entre G. claroideum e G. etunicatum quanto ao perfil de acidos graxos (Graham
et al., 1995), ja que essas duas espécies apresentam nimero de camadas diferentes nos estadios
iniciais de formagao do esporo.

Ainda trabalhando com andlise ontogenética, Stiirmer & Morton (1999) observaram a
formacdo da parede em espécies de Acaulosporaceae, sugerindo padrdo semelhante ao
encontrado em Scutellospora (Gigasporaceae), porém acrescentaram que as camadas de parede
germinativa ndo sdo estruturas homologas nas duas familias. A formagdo do esporo a partir de
um saculo esporifero (Acaulosporaceae) e célula esporogénica bulbosa (Gigasporaceae), presenca
de uma camada evanescente ¢ uma fina camada interna, a camada laminada, na “parede
estrutural” do esporo (“spore wall” sensu Morton) e camada “beaded” na “parede germinativa do
esporo” apenas em Acaulosporaceae foram os argumentos usados para que essas estruturas
fossem consideradas analogas.

As evidéncias mencionadas colocaram em duvida as relagdes filogenéticas descritas por
Morton (1990) para os FMA. Porém nem mesmo os dados de seqiiéncias de rDNA (Simon et al.,
1993) se mostravam plenamente confidveis, considerando que dados de 4cidos graxos (Graham et
al., 1995; Bentivenga & Morton, 1996), bioquimica da parede (Gianinazzi-Pearson et al., 1994) e
ontogénese dos esporos (Franke & Morton, 1994; Bentivenga & Morton, 1995; Morton, 1995),

ndo pareciam confirmar esses resultados.
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1.3. Atual posicio dos FMA: o novo filo

Com base em estudos, que também incluiam sequenciamento de rDNA, Cavalier-Smith
(1998) dividiu Zygomycota em quatro classes, dentre essas a Glomomycetes, que passou a
agrupar Glomales e Endogonales; porém o autor a considerou como provavelmente parafilética.
Nao houve mudancas relevantes na classificagdo dos FMA neste trabalho, apenas a criagdo da
classe (Tab. 1).

Recentes modifica¢des na classificacdo dos FMA, reforgando o sugerido por Almeida &
Schenck (1990), foram propostas por Redecker et al. (2000a). A partir de seqiiéncias do SSU
rDNA, esses pesquisadores transferiram S. coremioides (inico representante de Sclerocystis) para
Glomus, considerando a sua similaridade com outras espécies desse género. Mais tarde, em
analise de filogénese a partir de SSU rDNA, Redecker et al. (2000b) determinaram que G.
brasilianum, G. occultum, A. gerdemannii/G. leptotichum e A. trappei formavam dois grupos
separados dos outros FMA, ocupando posi¢ao basal em relagdo aos outros membros de Glomales.
Além disso, esses autores também observaram que Geosiphon pyriforme agrupava-se
perfeitamente em Glomales, porém também estaria em um grupo basal separado. A hipotese de
que A. gerdemannii/G. leptotichum estaria em ramos basais em Glomales ja havia sido
considerada anteriormente (Sawaki et al., 1998), bem como a inclusdo de G. pyriforme em
Glomales havia sido sugerida (Schiiler et al., 1994; Gehrig et al., 1996). A partir desses
trabalhos Morton & Redecker (2001) propuseram mudangas mais profundas na classificacao dos
FMA, criando duas novas familias e géneros: Archaeosporaceae (Archaeospora Morton &
Redecker) e Paraglomaceae (Paraglomus Morton & Redecker), com as espécies Archaeospora
leptoticha, para abrigar Glomus leptotichum e Acaulospora gerdemanii, € Archaeospora trappei
substituindo Acaulospora trappei, enquanto Paraglomus occultum e P. brasilianum abrigaram

Glomus occultum e G. brasilianum (Fig. 2 e Tab. 1). Geosiphon pyriforme, antes em
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Zygomycetes, também passou a ser considerado na classificagdo do grupo, porém sem defini¢do

exata quanto ao posicionamento.

GLOMACEAE ACAULOSPORACEAE GIGASPORACEAE
Glomus Entrophospora Acaulospora Gigasporu Sentellospora

ARCHAE OSPORACEAE
(_‘\ Archaeospora

WA

PARAGLOMACEAE
Paraglomus

GLOMINEAE GIGASPORINEAE

——

GLOMALES

Figura 2. Arvore filogenética representando as relacdes em Glomales (Morton & Redecker,

2001).

Com base em dados do SSU rDNA, Schwarzott et al. (2001) fizeram observacdes que
viriam a ser cruciais para a atual classificagdo dos FMA. Inferiram que, mesmo apds o trabalho
de Morton & Redecker (2001), Glomus continuava a ser polifilético; que os FMA, junto com G.
pyriforme, formavam um grupo monofilético e as relagcdes de Glomales com outros grupos de
fungos ndo seriam suficientes para manté-los nem em Zygomycota, nem em qualquer outro
grupo. Utilizando essas informagdes, Schiiffler et al. (2001) elevaram Glomales a categoria de filo

(Glomeromycota), dividido em quatro ordens (Archaeosporales, Diversisporales, Glomerales e
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Paraglomerales) e seis familias (Tab. 1 e Fig. 3). Outros pontos importantes do trabalho foram a
criagdo de uma familia para G. pyriforme (Geosiphonaceae), o estabelecimento de que
Gigasporaceae e Acaulosporaceae estariam proximas, e a criacdo da familia Diversisporaceae,
agrupada em Diversisporales juntamente com Acaulosporaceae e Gigasporaceae.

Archaeosporales
Archaeosporacene

Geosiphonaceae

Acaulosporaceac
Paraglomeraceae

Diversisporales
Paraglomerales

Diversisporaceac fam. ined.

.01

e
e ////

Gigasporacear

Basidiomycetes
& J‘.\:‘-l.'ﬂﬂl’\l“'f:;, i
/ / Glomeracear (Glomus-group A)
/ (Glomus-group B)

Glomerales
Figura 3. Arvore filogenética representando as relagdes em Glomeromycota (Schiifller

etal., 2001).
2. Interpretacio evolutiva e aspectos futuros na classificacio de Glomeromycota
As técnicas moleculares aplicadas a classificagdo dos FMA vieram para ficar. Entretanto,

como tantas outras (bioquimica, morfologia, ultraestrutura, etc.), sdo apenas ferramentas de

auxilio a sistematica. Além de ajudar no agrupamento das espécies, a andlise filogenética de
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seqiiéncias pode ter importante papel na reinterpretacdo de homologia em caracteres
morfologicos, bem como na avaliagdo de quais componentes bioquimicos seriam importantes na
classificacao do grupo.

A partir dos dados moleculares seria possivel uma reconsideracao sobre as observacdes de
analogia das “paredes germinativas” do esporo e estruturas especializadas na germinacao (“orb” e
placa germinativa) em Acaulosporaceae e Gigasporaceae (Scutellospora) (Morton, 1990; Stiirmer
& Morton, 1999). Uma vez que as duas familias encontram-se no mesmo grupo com elevados
valores de suporte, essas estruturas poderiam ser consideradas homologas. Além disso, algumas
consideracOes tais como: auséncia de camada evanescente e fina camada, interna a camada
laminada na “parede estrutural” esporo, auséncia de camada “beaded” na “parede germinativa”
do esporo em Gigasporaceae e presenga dessas estruturas em Acaulosporaceae foram usadas por
Stiirmer & Morton (1999) para manté-las como analogas. Porém, Scutellospora biornata
apresenta uma camada “beaded”, enquanto uma fina camada, interna a laminada, foi observada
em S. cerradensis, S. heterogama, S. pellucida e S. rubra (Morton 2003

http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/speciesID.htm). Além disso, Walker et al. (1998)

descreveram a presenc¢a de uma camada evanescente em S. spinosissima. Se ndo bastassem todas
essas indicagdes, Kramadibrata et al. (2000) encontraram uma placa germinativa em espiral,
semelhante ao “orb” das Acaulosporaceae, em S. projecturata.

A perda de caracteres em Gigasporaceae, colocando Scutellospora como grupo basal em
relacdo a Gigaspora, pode ser considerada, contrariando o proposto por alguns autores
(Bentivenga & Morton, 1995; 1996; Franke & Morton, 1994; Morton, 1990; 1995), que
mencionaram que o ancestral da familia teria caracteristicas mais relacionadas a Gigaspora do

que a Scutellospora.
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Novas consideracdes acerca de grupos recém-criados também deverao ocorrer. De acordo
com Schiifller et al. (2001), Diversisporaceae seria composta por G. spurcum, G. versiforme e G.
etunicatum; entretanto, um outro isolado deste ultimo foi agrupado com G. claroideum, G.
luteum, G. microaggregatum, G. lamellosum e G. viscosum em outro clado (Schwarzott et al.,
2001). A posicao de G. etunicatum parece incerta, porém a presenga do acido graxo 20:0 iso
apenas neste fungo e em G. claroideum (Graham et al., 1995) parece confirmar que G.
etunicatum nao pertence a Diversisporaceae. Apesar dos avangos alcangados na interpretagao
filogenética em Glomeromycota, muitas lacunas ainda existem, como ¢ o caso dos dois grupos
dentro de Glomerales que ainda nao estdo completamente definidos (Glomus grupo A e B), bem
como a falta da descri¢do de Diversispora (SchiiBller et al., 2001).

Atualmente novos conceitos estdo sendo considerados na reconstrugdo filogenética e a
necessidade de andlise de outros genes parece ser ponto de partida para essa nova etapa
(Moncalvo et al., 2000; Philippe et al., 2000). Genes mitocondriais apresentam uma alternativa na
filogenia molecular e alguns trabalhos ja demonstram a utilidade dos mesmos em fungos
(Moncalvo et al., 2000; Yokoyama et al., 2001; Binder & Hibbett, 2002). Entretanto, ¢ preciso
descobrir quais genes podem ser utilizados satisfatoriamente na filogénese, visto que regides
como a ITS podem ser inadequadas para esclarecer relagdes filogenéticas, ao menos dentro de
Gigasporaceae (Lanfranco et al., 2001). Além disso, analisando isolados de Glomus mosseae, G.
coronatum ¢ G. constrictum por LSU rDNA, Clapp et al. (2001) observaram varia¢des nas
seqiiéncias dentro do mesmo isolado, determinando que esta variagcdo obscureceu a resolugdo do
LSU rDNA ao nivel de espécie. Rodriguez et al. (2001) relataram que E. infrequens apresenta
seqiiéncias de LSU rDNA que agrupam-se tanto em Gigasporaceae quanto em Glomeraceae. E
importante observar que A. myriocarpa, E. infrequens e E. schenkii ndo apresentam estrutura de

“paredes germinativas”, sendo ainda, a ultima, muito similar a Archaeospora trappei. Essas
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indicacdes reforcam observagdes morfoldgicas feitas por Morton (2003 http://invam.caf.wvu.edu/

fungi/taxonomy/speciesID.htm), sendo as espécies citadas possiveis representantes de

Archaeosporaceae. Morton (2003  http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/speciesID.htm)

também menciona que, a0 menos em A. myriocarpa ¢ E. schenkii, existem os mesmos problemas
de coloragdo com azul de Trypan encontrados em representantes de Archaeospora.

Todas essas observacdes sdo de interesse na determinacdo do futuro da pesquisa
filogenética em Glomeromycota. No entanto, a andlise de maior nimero de espécies e a
utilizagdo de outros genes filogenético-informativos sdo necessarios para o estabelecimento de

novos grupos e a consolidacao da atual classificacao.

3. A origem das plantas terrestres e o registro fossil dos FMA

De acordo com Kenrick & Crane (1997), as primeiras plantas colonizaram o ambiente
terrestre por volta de 480 milhdes de anos atrds. Entretanto, o relato de arbusculos em fosseis de
mais de 400 milhdes de anos (Remy et al., 1994) indicaria a presenga da simbiose micorrizica nas
primeiras plantas vasculares, demonstrando que os FMA formam a mais antiga simbiose entre
essas plantas e fungos (Redecker et al., 2000c) e que estes organismos ajudaram os seus
hospedeiros a colonizar o novo ambiente (Redecker, 2002). Além dessas indicagdes, a ampla
distribui¢ao dos FMA em plantas vasculares (Trappe, 1987) e o provavel cenario ambiental ha
mais de 400 milhoes de anos, fortalecem essa teoria. A atmosfera do Siluriano seria rica em
oxigénio; entretanto, a disponibilidade do fosfato depende da auséncia desse elemento no
ambiente e assim os ambientes terrestres seriam pobres nesse componente, essencial para a
sobrevivéncia das plantas (Gryndler, 1992). Ainda segundo o autor, as plantas daquela época ndo

possuiam sistemas radiculares ou outros o6rgdos adaptados a baixa disponibilidade de fosfato,
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sendo possivelmente necessario o auxilio de outro organismo capaz de captar e até mesmo
distribuir o elemento para as plantas.

O registro fossil em fungos € escasso e poucos dados podem ser disponibilizados para
uma reconstru¢do adequada da historia desses organismos (Redecker, 2002). Pirozynski & Dalpé
(1989) elaboraram uma revisao com os principais registros fosseis de FMA e inferiram que esses
fungos poderiam ter surgido desde o Cambriano. Remy et al. (1994) descreveram a presenca de
arbtsculos em plantas do Siluriano (400 milhdes de anos atras) e Taylor et al. (1995), utilizando
caracteres de hifas, clamidosporos e arbusculos encontrados em fosseis de Aglaophyton major,
descreveram o género Glomites (Glomites rhyniensis). Esses autores relataram que, a partir de
semelhangas morfologicas, esse fungo estaria relacionado a Glomaceae. Entretanto Phipps &
Taylor (1996), em analise de fosseis de Antarcticycas do Triassico, relataram, pela primeira vez,
a presenca de estruturas fungicas possivelmente relacionadas a Gigasporaceae e descreveram a
espécie Gigasporites myriamyces. O registro fo0ssil mais antigo de um FMA data do Ordoviciano,
cerca de 460 milhdes de anos (Redecker et al., 2000c); na ocasido os autores se basearam na
semelhanga de esporos e hifas encontrados, com aqueles de Glomus. Esses fosseis descritos por
Redecker et al. (2000c) s@o os mais antigos encontrados para fungos.

Apesar da escassez de fosseis de FMA, outro método pode ser usado para decifrar o
surgimento dos principais ramos em Glomeromycota. O uso de “relégio molecular” a partir de
SSU rDNA mostrou-se muito eficiente (Simon et al., 1993; Redecker et al., 2000c). Simon et al.
(1993), antes mesmo de relatos de fosseis relacionados a Gigaspora, ja haviam descrito que
Gigasporaceae e Acaulosporaceae apareceram mais tarde e divergiram dos outros membros de
Glomeromycota por volta de 250 milhdes de anos atras, dentro do Tridssico. Assim, os dados
desses autores vao de encontro aos de Phipps & Taylor (1996). No entanto, a utilizacdo de

“relogio molecular” na determinagdo do aparecimento de Glomeromycota tem se mostrado
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controversa. Os dados de Simon et al. (1993) apontam para uma origem de mais de 400 milhdes
de anos e esses resultados também sdo confirmados por Redecker et al. (2000c), que indicam uma
origem de mais de 460 milhdes de anos; porém, de acordo com Heckman et al. (2001), a
associagdo micorrizica teve inicio ha cerca de 800 milhdes de anos. Outros estudos sobre fosseis
de FMA sdo necessarios para desvendar o passado do grupo e melhor calibrar os dados de
“relogio molecular” em estudos futuros, confirmando ou estabelecendo novas hipoteses

evolutivas para esses fungos e seus hospedeiros.

4. Ferramentas usadas na identificacio de FMA

4.1. Métodos morfologicos na identificagdo

Grandes avangos na taxonomia de FMA foram obtidos apods a revisdo taxondmica de
Endogonaceae realizada por Gerdemann & Trappe (1974). Esses autores ndo apenas organizaram
a distribui¢do dos géneros na familia, como estabeleceram bases para identificagdo e descrigao
das espécies. Para identificacdo dos FMA eram usados, principalmente, caracteres como diametro
da hifa de sustentacdo do esporo, formagao de esporocarpos, presenca de peridio, espessura da
parede do esporo, cor e didmetro do esporo, presenca de paredes internas no esporo, entre outros.
Porém, Walker (1983) revolucionaria a taxonomia de FMA, apds observagdes cuidadosas e
criteriosas dos diferentes “tipos de parede” nesses fungos (Fig. 4). Esse autor elaborou método
sistematico e aparentemente simples para a identificagao das espécies, nomeando e representando
graficamente cada “tipo de parede”. A partir de entdo as novas descri¢des, nesse grupo, seguiram
essa metodologia; entretanto, na medida em que novas espécies eram encontradas, “tipos de
parede” ndo descritos por Walker (1983) eram relatados (Berch & Koske, 1986; Morton, 1986b;

Walker, 1986; Spain et al., 1989).
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Atualmente a identificagdo dos FMA se baseia, sobretudo, nos padrdes descritos em
Walker (1983). Morton (1988) fez uma extensa revisao sobre os conceitos e caracteres usados na
identificagdo e suas consideragdes estao resumidas na tabela 2. Entretanto, apesar dos avangos na
taxonomia dos FMA, um grande problema encontrado ¢ que muitas espécies foram descritas
antes da formulagdo desses conceitos (conceitos taxondmicos tradicionais) e a necessidade de
trabalhos de redescricdo ¢ indiscutivel, principalmente para diminuir as dificuldades na

identificagdao (Walker, 1992).
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Figura 4. Representagdo grafica dos “tipos de parede” de FMA (Walker, 1983; Koske, 1986; Morton,
1986; Walker, 1986; Spain et al., 1989). 1- Peridio; 2- parede expansiva; 3- parede evanescente;
4- parede laminada; 5- parede germinativa; 6- duas paredes unitarias; 7- duas paredes unitarias
unidas por uma camada cimentante; 8- parede membranosa; 9- parede coriacea; 10- parede

amorfa. (O)- superficie ornamentada; *- dificil de ver.

Apesar dos conceitos estabelecidos por Walker (1983) serem uteis do ponto de vista
taxondmico, eles ndo sdo adequados num enfoque filogenético, pois ndo mostram as relagdes

entre as espécies de FMA a partir da formagao das camadas de parede do esporo. Assim, um
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novo padrao na descri¢do de espécies, baseado na ontogénese do esporo foi proposto (Franke &
Morton, 1994; Bentivenga & Morton, 1995; Morton, 1995; Stiirmer & Morton, 1997; 1999),
levando em consideragdo dados com valores filogenéticos e nao meramente fenéticos, como até
entdo. De acordo com esse novo padrao a parede do esporo estaria dividida em apenas dois
grupos principais: “parede estrutural” e “parede germinativa” do esporo e cada um desses grupos
estaria subdividido em camadas (Fig. 5). Apesar de parecer mais complexo, o método que utiliza

dados ontogenéticos, sem duvida, ¢ mais coerente e 16gico.

Fase I Fase 11 Fase 111

“Orb”
PE Gl | (&)

Estadio1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4 Estadio 5 Estadio 6

Figura 5. Representacdo esquematica do padriao de desenvolvimento em esporos de Acaulospora (Stiirmer
& Morton, 1999). As fases estdo relacionadas com a formagdo dos principais grupos de parede
(“estrutural” e “germinativa”) do esporo e de estruturas especializadas na germinagao (“orb” ou
placa germinativa). Fase I: formagdo da “parede estrutural”; Fase II: formagdo das “paredes
germinativas”; fase III: surgimento de estrutura especializada na germinagdo. Cada estadio
representa o surgimento de novas camadas ou grupos de camadas de parede dentro de uma fase.
Setas negras indicam transi¢do entre as fases; setas brancas indicam transi¢do entre os estadios.

PE= “parede estrutural” do esporo; G1= “parede germinativa” 1; G2= “parede germinativa” 2.
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Além da morfologia do esporo, as estruturas vegetativas dos FMA podem ser usadas na
identificacdo de familias e de certos géneros. Abbott (1982) discutiu em detalhe as diferentes
conformacdes das estruturas somaticas em FMA; no entanto, esse método de identificagcdo ndo ¢
freqlientemente usado pelos taxonomistas, pois apesar de apresentar uma noc¢ao de qual fungo

esta colonizando a raiz da planta, ¢ menos pratico que os tradicionais.

Tabela 2. Principais caracteristicas usadas na identificagdo de FMA. Modificado de Morton

(1988)

Categorias Caracteristicas a serem observadas

Agregacao de esporos nas raizes

Organizagio do esporo Agregacdo de esporos em esporocarpos

Arranjo dos esporos

Diametro, forma e cor dos esporocarpos
Textura da superficie do esporocarpo
Peridio do esporocarpo

“Glebal hifa” do esporocarpo
Substancias liberadas do esporocarpo

Morfologia do esporocarpo

Diametro, forma e cor

Morfologia do esporo Densidade do esporo

Tipo e numero de paredes
Espessura da parede
Ornamentacao da parede
Grupos de parede

Posi¢do das paredes

Reagdo ao reagente de Melzer

Estrutura da parede do esporo

Numero de hifas por esporo
Cor e forma

Morfologia da hifa de sustentacio e célula Nimero de paredes

esporogénica
porog Espessura
Caracteristica do pedicelo
Oclusio do esporo Tipo de oclusdo

Diametro, forma e cor

Morfologia do saculo esporifero Paredes do século

Caracteristicas bioquimicas
Caracteristicas nao morfologicas Caracteristicas imunologicas
Caracteristicas genéticas
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4.2. Identificagcdo de FMA a partir de métodos ndo morfologicos

O esporo ¢ praticamente a Unica estrutura que contém as caracteristicas necessarias a
identificagdo dos FMA em nivel de espécie, porém este deve encontrar-se em bom estado para a
correta avaliacdo dessas caracteristicas (Morton, 1993). Contudo, a identificagdo dos FMA ao
nivel especifico requer bastante experiéncia do pesquisador para realiza-la corretamente
(Bentivenga & Morton, 1994). Assim, véarios estudos tém sido realizados com o objetivo de
identificar os FMA a partir de métodos que exijam menos experiéncia do taxonomista,
envolvendo andlises moleculares ou bioquimicas. Outra razdo para a busca de métodos
alternativos de identificacdo ¢ a necessidade de se identificar corretamente, ndo s6 o fungo que
esta na rizosfera, mas o que esta colonizando o hospedeiro.

Dentre os métodos utilizados, pode-se destacar o uso de perfis de acidos graxos, que
apareceu como uma das alternativas promissoras; entretanto, os dados coletados se mostraram
mais aplicaveis na filogénese do que na identificacdo dos fungos (Sancholle & Dalpé, 1993;
Graham et al., 1995; Bentivenga & Morton, 1996). Pesquisadores também tém usado isoenzimas
(Hepper et al., 1986; 1988) e analises de DNA através de perfis eletroforéticos, comparacao de
seqliéncias e constru¢do de primers espécie-especificos na identificacdo desses fungos (Wyss &
Bonfante, 1993; Helgason et al., 1998; Lanfranco et al., 2001).

Wyss & Bonfante (1993) amplificaram o DNA genomico de algumas espécies de FMA
através de RAPD e observaram que os padrdoes de banda obtidos apresentaram variacdo entre
isolados de uma mesma espécie. O RAPD parece ser uma boa técnica para separagdo de isolados,
mas ndo ¢ apropriada para observagdes de relagdes filogenéticas ou para aplicagdes taxonomicas
ao nivel interespecifico. Lanfranco et al. (1995) isolaram bandas espécie-especificas para G.

mosseae em analise de RAPD e desenharam primers a partir desses fragmentos. Com esses
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primers, os autores foram aptos a amplificar o DNA de varios isolados dessa espécie, inclusive a
partir de raizes micorrizadas.

Virios autores, usando a comparacdo de seqiiéncias ITS, tém desenvolvido primers
capazes de identificar espécies de FMA a partir da amplificagdo de DNA extraido dos esporos ou
de raizes colonizadas. Lanfranco et al. (1999), a partir dessas seqiiéncias, desenvolveram primers
especificos para G. margarita e G. decipiens; os primers para G. rosea foram desenhados por
Lanfranco et al. (2001) e usados na resolug¢do de problemas de identificagdo morfologica dessa
espécie, sendo observado que dois isolados identificados como G. margarita eram na verdade G.
rosea. Primers funcionais para G. mosseae ¢ G. monosporum (Millner et al., 1998), G.
etunicatum (Millner et al., 2001a), G. occultum e G. brasilianum (Millner et al., 2001b) também
foram desenvolvidos seguindo essa metodologia. Esta abordagem molecular de identificacao
apresenta excelentes resultados, porém o numero de espécies para as quais primers espécie-
especificos foram desenhados ainda ¢ baixo e ndo permite abordagem ecoldgica da diversidade
de FMA. Trabalhos nessa area sdo importantes e necessarios para resolver conflitos na
identificagao morfologica.

Em andlises da diversidade de FMA em comunidades vegetais varios pesquisadores t€ém
usado uma comparagdo direta de seqii€ncias parciais do SSU rDNA de fungos colonizando as
raizes, com aquelas referidas no GenBank, além de também usarem andlises de RFLP para
comparacao do perfil de cada grupo (Helgason et al., 1998; Daniell et al., 2001; Husband et al.,
2002a; 2002b). Essa técnica tem apresentado bons resultados; o problema ¢ que geralmente ¢
possivel chegar, no maximo, a identificar os géneros de FMA presentes nas raizes, pois o0s
padrdes apresentados nas andlises de RFLP e as comparacdes de seqiiéncias permitem apenas
uma aproximagao da possivel espécie sem, no entanto, identificagdo exata. Entretanto, Redecker

(2000) desenhou primers especificos para determinados grupos de FMA e a partir de analises de
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RFLP dos fragmentos obtidos com esses primers, o autor distinguiu a maioria das espécies dentro
de cada grupo (exceto para Gigasporaceae) a partir do DNA extraido dos esporos ou de raizes
colonizadas.

Assim, a taxonomia molecular de FMA tem evoluido bastante nos ultimos anos € a sua
utilizac¢do na identificacdo de espécies de dificil diagndstico morfoldgico ¢ de grande valor. O uso
das técnicas moleculares também ¢ importante na determinacdo dos fungos que estdo
participando ativamente da simbiose em determinada comunidade vegetal. Entretanto, nao ¢
possivel avaliar a comunidade de FMA apenas por métodos moleculares. No momento, as
ferramentas moleculares ainda ndo permitem o reconhecimento de espécies com seguranca; além
disso, estima-se que existam mais de 2500 espécies de FMA (Morton et al., 1995), sendo que
apenas cerca de 157 sdo conhecidas (Kirk et al., 2001). Como nomear e inferir padrdo molecular
para espécies nao conhecidas? A descricdo de novos tédxons utiliza critérios essencialmente
morfologicos e dessa forma ¢ imprescindivel que as espécies de Glomeromycota sejam
analisadas morfologicamente em estudos de diversidade. O uso de técnicas moleculares na

identificagdo ¢ valido, desde que associado as técnicas morfoldgicas tradicionalmente usadas.
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Resumo Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) formam a mais antiga associacdo entre
plantas terrestres e fungos encontrada na natureza e contribuem na definigdo e manutencgdo de
comunidades vegetais. A classificacio dos FMA tem sofrido grandes modificagdes e
recentemente esses organismos foram agrupados em um novo filo (Glomeromycota), sendo
dados de seqiiéncias de rDNA considerados como base para essa nova classificagdo. Os
objetivos desse trabalho foram demonstrar os problemas com as primeiras analises
morfologicas do grupo, propor alternativas de critérios morfologicos atendendo a novos
padroes evolutivos, relacionar as arvores obtidas entre si e com aquelas geradas a partir de
dados moleculares, contribuindo para melhor conhecimento das relagdes em Glomeromycota.
As arvores filogenéticas foram geradas a partir de analises de maxima parcimoénia e “neighbor
joining” de dados morfolégicos, usando critérios anteriormente descritos e novas
consideragdes evolutivas para o grupo. Seis arvores foram construidas e em todas
Glomeromycota emergiu como grupo monofilético, Glomus formou um grupo polifilético e
Gigasporaceae e Acaulosporaceae estiveram unidas no mesmo clado. Usando critérios
evolutivos aqui descritos, foi observada a formagdo de um grupo basal para Paraglomerales e
Archaeosporales em analises de “neighbor joining”. Os resultados suportam consideragdes
feitas a partir de andlises filogenéticas de seqiiéncias, indicando que muitas das mudancas
sugeridas a partir desses dados s3o validas, e que no futuro novos arranjos taxondmicos
deverdo ser propostos para Glomeromycota.

Palavras-chave: micorriza arbuscular, FMA, filogénese, sistematica, cladistica
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Abstract The arbuscular mycorrhizal fungi form the oldest symbiotic association between
plants and fungi on earth, contributing for definition and maintenance of plant communities.
Classification of AMF has changed and more recently these fungi were grouped in a new
phylum (Glomeromycota), based on data from rDNA sequences. The aims of this work were
to shown the problems with the first morphological analysis of the group, suggest alternatives
of morphological criteria considering the new evolutive patterns and, show the relationships
between the obtained trees and those generated using on molecular data, contributing for
better understanding the relations in Glomeromycota. Phylogenetic trees were generated from
analysis of maximum parsimony and neighbor joining of morphological data, using criteria
already known and new evolutive considerations for the group. Six trees were built and in all
of them Glomeromycota appears as a monophyletic group and Glomus formed a poliphyletic
group, while Gigasporaceae and Acaulosporaceae were together in the same clade. Using
evolutionary criteria here described, the formation of a basal group was observed for
Paraglomeraceae and Archacosporales in analysis of neighbor joining. The results support
considerations based on phylogenetic analysis of sequences, indicating that many of the
changes suggested from these data are valid and that in the future new taxonomic
arrangements should be proposed for Glomeromycota.

Key-words: arbuscular mycorrhiza, AMF, phylogenesis, systematic, cladistic.
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Introduciao

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) formam associa¢ao simbidtica com a maioria das
espécies vegetais e tém grande importancia agrondmica e ecoldgica, por aumentar a
capacidade de absorcao de nutrientes pelas plantas (Smith e Read 1997). O registro fossil
mais antigo de um FMA data do Ordoviciano, hé cerca de 460 milhdes de anos (Redecker et
al. 2000c) e o relato de arbusculos em fosseis vegetais de mais de 400 milhdes de anos (Remy
et al. 1994), indicaria a presenca da simbiose micorrizica nas primeiras plantas vasculares.
Assim, acredita-se que os FMA formam a mais antiga simbiose entre plantas terrestres e
fungos (Redecker et al. 2000c) e que esses organismos ajudaram as plantas a colonizar o
ambiente terrestre (Redecker 2002), contribuindo na definicdo ¢ manutencao de comunidades
vegetais nos diversos biomas (Francis e Read 1995).

Um dos principais trabalhos de filogénese para os FMA, a partir de dados
morfoldgicos, foi realizado por Morton (1990) e gerou dados para que esses fungos fossem
considerados um grupo monofilético, sendo agrupados na ordem Glomales (Morton ¢ Benny
1990). Entretanto, para Walker (1992) a evidéncia de monofilia em Glomales ndo possuia
bases fortes, pois estava relacionada apenas a um carater (arbusculo), que poderia ter evoluido
varias vezes como um fendmeno de convergéncia.

Num trabalho pioneiro em filogénese molecular de Glomales (Simon et al. 1993) foi
apresentada andlise filogenética do grupo com base em estimativas de relogio molecular,
sendo sugerido que Glomales seria realmente uma ordem monofilética, porém
Acaulosporaceae estaria mais proxima de Gigasporaceae do que de Glomaceae, contrariando
os resultados de Morton (1990) quanto a proximidade entre essas familias. Outros trabalhos
com enfoque na filogénese molecular dos FMA foram realizados (Redecker et al. 2000a, b;
Morton e Redecker 2001; Schwarzott et al. 2001), sendo proposto num deles que os FMA

constituem um filo - Glomeromycota (Schiiller et al. 2001).
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O trabalho de Morton (1990) constituiu a unica avaliagdo filogenética para o grupo a
partir de dados morfoldgicos e considerando nimero razoavel de espécies, porém neste
trabalho ndo foram utilizados programas de filogénese. As consideragdes evolutivas de alguns
caracteres morfologicos em Glomeromycota t€ém se modificado ao longo da ultima década e
novas avaliagdes sdo necessarias tanto para suporte da atual classificagdo, quanto para
detecgdo de novos pontos de discussao.

Neste estudo os objetivos foram: construir arvores filogenéticas usando os mesmos
critérios usados por Morton (1990), demonstrando os problemas com as primeiras analises
morfologicas; propor alternativas de critérios morfologicos atendendo a novos padroes
evolutivos; relacionar as arvores obtidas entre si e com aquelas geradas a partir de dados
moleculares, mostrando se os dados morfologicos corroboram as atuais afirmagdes acerca das
relacdes em Glomeromycota.

Materiais e métodos
Foram consideradas apenas as espécies tratadas por Morton (1990) e aquelas com descri¢ao

disponivel no INVAM (http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/speciesID.htm), para

melhor padronizacao descritiva dos taxons.
Dois conjuntos de caracteres foram usados: o primeiro tomando por base os critérios
morfologicos propostos por Morton (1990) e o segundo, incluindo novas consideragdes

evolutivas, presentes em descrigdes mais recentes (http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/

speciesID.htm).

Conjunto de caracteres |

Foram consideradas 57 espécies (incluindo algumas atualmente em sinonimias) (Tab. 1) e
usados vinte e sete caracteres (Tab. 2), sendo mantidas as consideragdes feitas por Morton
(1990) acerca da polaridade dos estados. Duas matrizes foram geradas, a primeira

praticamente idéntica a de Morton (1990) e tratada aqui como matriz 1 (Tab. 3). Na segunda
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matriz (matriz 2), os caracteres nao comparaveis em determinados tdxons (referentes a
estruturas que nao existem em algumas das espécies estudadas) nao influenciaram nas
analises, e foram indicados na matriz 2 pelo simbolo “?” (Tab. 4). Entretanto, foram tratados
como estados plesiomorficos na matriz 1. O carater seis na matriz original de Morton (1990)
indicava que G. rubiforme e G. coremioides formariam agregados de esporos; estas espécies
claramente formam esporocarpos e assim foram tratadas nesse trabalho.

Conjunto de caracteres 11

Foram consideradas 83 espécies (dois sinanomorfos) (Tab. 1) e usados vinte e seis caracteres
(Tab. 5), tomando por base novas consideragdes para a polarizagao de parte dos mesmos. Na
matriz de dados gerada (matriz 3, Tab. 6), assim como na matriz 2, os caracteres nao
comparaveis em determinados tdxons, ndo tiveram efeito nas analises dos mesmos.

Analise filogenética

Para a analise filogenética e construcao de arvores foi utilizado o programa PAUP* 4.0b10
(Swofford 2002). Os dados gerados nas matrizes foram computados a partir de pesquisa
heuristica de méxima parcimonia (MP) (método de Wagner) e neighbor joining (NJ), sendo
geradas, respectivamente, 10000 e 1000 arvores. Os indices de consisténcia (IC) e retencao
(IR), para as analises de MP também foram calculados pelo programa. Na analise de NJ para
o conjunto de caracteres I, foram geradas pouco mais de 300 arvores. A arvore consenso foi
obtida a partir de Majority-rule, para as analises de MP, e de estrito consenso, para as de NJ.
Glomeromycota foi tratado aqui como grupo monofilético ¢ um grupo externo artificial,
possuindo os estados plesiomorficos de todos os caracteres, foi usado para enraizar as arvores.
Resultados

Andlise do conjunto de caracteres I (matriz 1)

A partir da arvore gerada por MP foram observados trés grupos dentro de Glomeromycota

(Fig. 1). No clado onde se encontrou Paraglomus occultum também foi agrupado Glomus
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tortuosum, com suporte de 100% das arvores obtidas na andlise. Acaulosporaceae foi
agrupada com Gigasporaceae para formar Diversisporales, o que também foi suportado por
100% das arvores. Glomerales foi formado pelas outras espécies de Glomus, Acaulospora
myriocarpa e Archaeospora leptoticha, porém, com apenas 57% de suporte.

Na familia Gigasporaceae existiu clara defini¢do para Scutellospora como grupo
(100% das arvores), entretanto Gigaspora ndo formou um clado agrupando os seus
representantes.

Embora todos os grupos para Acaulosporaceae tenham apresentado suporte de 100%
das arvores, as relagdes filogenéticas entre Acaulospora e Entrophospora (Acaulosporaceae)
ndo pareceram claras. Duas espécies ficaram claramente separadas de Acaulospora: E.
infrequens ocupou posicao basal e E. schenkii formou um ramo separado das outras espécies
de Acaulospora, enquanto outra espécie (E. colombiana) encontrou-se, na arvore, relacionada
com A. lacunosa e A. dilatata em um dos dois clados que agruparam as espécies desse género.

As relagdes em Glomerales foram mais complexas, apresentando dois ramos
principais, um deles com G. etunicatum, isolado do resto do grupo. O outro ramo, dividido em
dois, apresentou um clado agrupando 11 espécies, todas de Glomus (Gl A), e outro clado
relacionando espécies de Glomus e outros gé€neros (Gl B). Esses dois grupos apresentaram
suporte de 57% e 76%, respectivamente. Nao foi possivel estabelecer um grupo separado para
Archaeosporales; contudo, os dois sinanomorfos de A. [leptoticha foram agrupados
relativamente proximos.

Na analise de NJ todos os grupos de Glomeromycota foram suportados pelo total de
arvores geradas (Fig. 2). Paraglomus occultum ¢ G. tortuosum formaram o grupo mais basal
da arvore (Paraglomerales); logo depois emerge G. etunicatum isoladamente.

Com relagdo a Diversisporales a topologia dos ramos foi praticamente idéntica aquela

observada na analise de MP. Entretanto, Gigaspora (Gigasporaceae) apareceu como grupo
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separado e algumas espécies isoladas de Scutellospora e Acaulospora ocuparam diferentes
posigdes na arvore.

O grupo relativo a Glomerales também assumiu uma topologia semelhante a da arvore
gerada por MP; entretanto, algumas espécies ocuparam posi¢oes diferentes nos ramos. Dois
clados foram observados, um deles agrupando espécies de Glomus, Acaulospora e
Archaeospora (Gl A) e outro formado por 17 espécies de Glomus (Gl B).

Anadlise do conjunto de caracteres I (matriz 2)

Trés grupos foram observados em Glomeromycota nas analises de MP (Fig. 3). O primeiro
(Glomeraceae A) teve 85% de suporte e apresentou 11 espécies de Glomus, esse clado
agrupou as mesmas espécies observadas em Gl A nas analises de MP (Fig. 1).

O segundo clado foi representado por Diversisporales e Paraglomerales, suportado por
apenas 52% das arvores. Paraglomerales foi representado por P. occultum ¢ G. tortuosum.
Diversisporales apresentou Acaulosporaceae e Gigasporaceae, suportadas por 100% das
arvores. Essas familias agruparam-se com topologia praticamente idéntica aquela observada
nas analises de MP da matriz 1 (Fig. 1).

Glomeraceae B foi suportado por 80%, apresentou dois ramos, um formado por G.
etunicatum e outro possuindo espécies de Glomus e outros géneros. E importante salientar que
esse ultimo clado foi formado pelas mesmas espécies observadas em Gl B nas analises de MP
da matriz 1 (Fig. 1).

Nas analises de NJ (Fig. 4) a topologia da arvore foi muito similar aquela observada na
arvore gerada por NJ a partir da matriz 1 (Fig. 2). As relagdes observadas para
Paraglomerales, Diversisporales e o posicionamento de G. etunicatum foram praticamente
idénticos as observadas na figura 2.

Maiores diferengas foram encontradas em Glomerales, sobretudo com relagdo a

posicdo de G. clarum, G. diaphanum, G. intraradices ¢ G. manihotis. Nas analises de NJ da
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matriz 1 esses fungos posicionam-se no clado Gl B (Fig. 2), e nas analises de NJ da matriz 2
em GI A (Fig. 4).

Anadlise do conjunto de caracteres II

A avaliagdo filogenética de MP das 83 espécies (incluindo dois sinanomorfos) a partir de
novos critérios originou uma arvore (Fig. 5) diferente daquela de Morton (1990). Foram
observados quatro grupos distintos. O primeiro, compondo Paraglomerales, foi representado
pelas espécies que atualmente compdem o grupo (P. brasilianum e P. occultum) e suportado
por 97% das arvores. Glomerales foi suportado por 79% das arvores e apresentou 31 espécies
de Glomus (sensu Morton). Esse clado se dividiu em dois ramos, um contendo apenas G.
tortuosum e o outro, suportado por 100% das arvores obtidas, foi subdividido em dois clados
(Gl A e GI B) agrupando o restante das espécies. Um outro grupo (denominado de G1) foi
formado apenas por G. eburneum, G. spurcum, G. viscosum ¢ os morfotipos glomoéides de 4.
leptoticha e A. gerdemannii e apresentou 88% de suporte.

Os morfotipos acaulosporoides de Archaeosporales junto com A. myriocarpa, E.
infrequens e E. schenkii, se posicionaram basalmente aos clados que compdem
Acaulosporaceae e Gigasporaceae. A primeira familia foi suportada por 99% das arvores, com
dois ramos principais; em um deles A. colossica emerge isoladamente, enquanto o outro
comporta o restante das espécies da familia. Gigasporaceae foi suportada pelo total de arvores
geradas; entretanto, nao houve definicao de Scutellospora como grupo monofilético, enquanto
todas as espécies de Gigaspora agruparam-se em um mesmo clado.

Na analise de NJ uma configuracao diferente foi observada. Paraglomus brasilianum e
P. occultum (Paraglomerales) formaram um grupo basal em Glomeromycota, seguido por A.
myriocarpa ¢ os morfotipos acaulosporoides de A. Ileptoticha e A. gerdemannii
(Archaeosporales). Outro grupo (Gl) foi composto por G. eburneum, G. spurcum, G.

tortuosum, G. viscosum e os morfotipos glomoides de 4. leptoticha e A. gerdemannii. Quanto
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a composi¢do de espécies, com excecdo de G. fortuosum, esse clado ¢ idéntico ao Gl
observado nas analises de MP para o conjunto de caracteres II.

Archaeospora trappei e E. schenkii emergiram em um clado separado, relacionado
com Acaulosporaceae e Gigasporaceae (Diversisporales). Em Acaulosporaceae dois ramos
foram formados como visto nas analises de MP da matriz 3 (Fig. 5), e em Gigasporaceae uma
clara definicdo dos géneros foi observada, com Gigaspora e Scutellospora agrupando-se
separadamente.

Glomerales apresentou dois ramos, um deles apenas com espécies de Glomus, que foi
subdividido em GI A e Gl B, e outro com espécies desse género e E. infrequens (Gl C).
Discussao
Critérios evolutivos e polarizagao
Algumas modificagdes nos critérios apresentados por Morton (1990) foram consideradas para
a andlise e elaboracdo do conjunto de caracteres II. De acordo com os novos padrdes,
determinados em trabalhos recentes (Morton e Redecker 2001; Schiiller et al. 2001), alguns
caracteres teriam sido polarizados de maneira confusa por Morton (1990). Um exemplo disso
seria o estado de baixa intensidade de coloragdo ao azul de Trypan, apresentado por esse autor
como sendo apomorfico, porém atualmente considerado plesiomdrfico (Morton ¢ Redecker
2001) devido a presenca do mesmo em espécies de grupos basais nas arvores filogenéticas
geradas a partir de seqiiéncias nucleotidicas. A presenca de células auxiliares (carater 3, Tab.
2) foi considerada por Morton (1990) dentro de uma série evolutiva que envolvia a presenga
de arbusculos e vesiculas (apenas arbuisculos — arbusculos e vesiculas — arbusculos e células
auxiliares). Entretanto, considerando que as células auxiliares ndo sdo estruturas homologas
as vesiculas, a sua presenca ou auséncia foi colocada aqui como um carater a parte e a

polarizagdo para ornamentacao foi invertida.
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Ainda acerca das estruturas somaticas desses fungos, um novo carater foi incluso na
avaliacdo da filogénese do grupo. As hifas intraradiculares podem apresentar superficie lisa
ou com projegoes ou rugosidades; esse ultimo estado ¢ observado apenas em Gigasporaceae e
esta sendo considerado como apomorfico dado que, de acordo com dados moleculares, o
grupo emergiu tardiamente, em relagdo a outros grupos, no processo evolutivo em
Glomeromycota (Simon et al., 1993). Além disso, estruturas vegetativas semelhantes as
encontradas nas atuais espécies de Gigasporaceae foram relatadas pela primeira vez em
fosseis do Tridssico (Phipps e Taylor 1996), enquanto aquelas relativas a outros grupos em

Glomeromycota foram registradas muito antes disso, no Devoniano (Taylor et al. 1995).

As camadas de parede (sensu Morton), em Glomeromycota, sdo de fundamental
importancia na distingdo entre espécies ¢ foram usadas como cardter de destaque na
filogénese do grupo. Trabalhos detalhados acerca da ontogénese do esporo (Bentivenga e
Morton 1995; Morton 1995; Franke e Morton 1994; Sturmer e Morton 1997; Sturmer e
Morton 1999) indicam que em Gigasporaceae ¢ Acaulosporaceae as camadas que constituem
a “parede estrutural” (= “spore wall” sensu Morton) do esporo seguem um padrao evolutivo
mais ou menos comum a todas as espécies dentro das respectivas familias, com pequenas
excegoes (A. myriocarpa, E. infrequens e E. schenkii). Em Archacosporaceae e sobretudo em
Glomeraceae, essas camadas apresentam padrdes muito diferenciados, o que poderia indicar a
natureza polifilética dessa familia ou mesmo a falta de elementos (espécies ainda nao
identificadas) que possam contribuir para organizar um modelo evolutivo, especificamente
para esta estrutura. De acordo com Morton et al. (1995), apenas em Glomus o numero
potencial de espécies pode chegar a mais de 2000. Stiirmer e Morton (1997) citam que
camadas de parede evanescentes (sensu Morton) apresentam diferentes origens evolutivas em
algumas espécies de Glomeraceae; assim ndo ¢ possivel considerar esse cardter como

homologo a todas as espécies da familia. Entretanto, neste trabalho a maior parte dos critérios
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atribuidos por Morton (1990) acerca das camadas da “parede estrutural” do esporo foi
mantida, tendo em vista a complexidade em gerar novos critérios satisfatorios.

Considerando os caracteres 14 ¢ 16 (Tab. 2) (“parede encerrando parede estrutural,
ndo continua com a hifa” e “parede evanescente originada da parede de uma hifa”,
respectivamente), convém mencionar que nas espécies de Glomeromycota (com excecao de
algumas Archaeosporaceae) a “parede evanescente” (sensu Walker) é continua com a hifa.
Considerando que a “parede evanescente” dos caracteres 14 e 16, na matriz de Morton (1990),
esta presente apenas em espécies de Glomeraceae ou Acaulosporaceae, respectivamente, a
correta descricdo para os caracteres deveria ser: “parede evanescente originada da parede de
uma hifa de sustentacdo com varias camadas” para Glomeraceae (carater 17, Tab. 5) e
“parede evanescente originada de parede de uma hifa com apenas uma camada” para
Acaulosporaceae (carater 19, Tab. 5). A partir dessas consideragdes, outro carater foi gerado
para as espécies de Archaeosporaceae que nao se enquadram nessas colocagdes (carater 15,
Tab. 5).

Para o carater 14, Morton (1990) colocou uma série evolutiva, partindo de “parede”
evanescente até flexivel. Esses tipos de “parede” (sensu Walker) ndo parecem ter origem
evolutiva comum. Desse modo, as camadas evanescentes (sensu Morton) relativas a esse
carater foram consideradas separadamente das unitarias e flexiveis (caracteres 16 ¢ 17, Tab.
5). Em Acaulosporaceae, pelo menos dois tipos distintos de camada evanescente podem ser
observados: um que permanece por mais € outro por menos tempo durante a formagdo e
maturacdo do esporo. Essas camadas (denominadas de paredes) foram consideradas por
Morton (1990) como ausentes ou presentes; entretanto, aqui foram tratadas numa série
evolutiva (ausente — caindo cedo, durante a matura¢ao do esporo — permanecendo por mais

tempo em esporos maduros), dependendo do tipo de camada (carater 19, Tab. 5).
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Com relagdo as “paredes germinativas” (sensu Morton), € possivel encontrar uma
configuragao muito semelhante entre espécies de Acaulosporaceae e Gigasporaceae. Morton
(1990) considerou que essas “paredes internas membranosas” nao seriam homologas, mas
analogas; assim as familias ndao teriam muita proximidade, com Gigasporaceae e
Acaulosporaceae consideradas, inclusive, em diferentes subordens. Gigaspora teria posi¢ao
basal em relagdo a Scutellospora, indicando evolugdo independente das “paredes
germinativas” em membros desse género. Varias consideragdes atuais sdo opostas a essa
colocagdo. De acordo com dados moleculares, Scutellospora ocuparia posicdo basal em
relacdo a Gigaspora (Simon et al. 1993; Redecker et al. 2000b). A partir dessa proposicao, ¢
sugerido que a formacdo de uma camada germinativa (na “parede estrutural” do esporo) em
Gigaspora, ¢ carater apomoérfico em relagdo a presenca de placas germinativas em
Scutellospora. Em 1990 também nd3o se tinha conhecimento sobre o “orb” em
Acaulosporaceae, estrutura semelhante a placa germinativa encontrada apenas em
Scutellospora. Recentemente foi descoberta uma espécie em Gigasporaceae (S. projecturata)
que apresenta nao uma tipica placa, mas uma estrutura em espiral muito semelhante ao “orb”,
tal como visto também em outras espécies do grupo, ainda ndo descritas (Kramadibrata et al.
2000). Esse talvez seja o elo morfologico que faltava para a indicagdo de proximidade entre as
duas familias. O padrao de desenvolvimento do esporo em Acaulosporaceae é similar ao
encontrado em Gigasporaceae (Scutellospora) (Sturmer e Morton 1999). Entretanto, os
autores sublinham que “paredes germinativas” ndo sdo estruturas homoélogas as familias. A
formagao do esporo a partir de um saculo esporifero (Acaulosporaceae) e célula esporogénica
bulbosa (Gigasporaceae), presenca de uma camada evanescente ¢ uma fina camada, interna a
camada laminada na “parede estrutural do esporo”, ¢ a camada “beaded” na “parede
germinativa” apenas em Acaulosporaceae sdo os argumentos usados para que essas estruturas

sejam analogas. Porém S. biornata ¢ S. crenulata (Herrera-Peraza et al. 2001) apresentam
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uma camada “beaded” e foi observada uma fina camada, interna a camada laminada em S.

cerradensis, S. heterogama, S. pellucida e S. rubra (Morton 2003 http://invam.caf.wvu.edu/

fungi/taxonomy/speciesID.htm). Além disso, a partir de andlises de “relégio molecular”,

Simon et al. (1993) indicaram que as familias Acaulosporaceae e Gigasporaceae emergiram
mais tarde durante a evolu¢do de Glomeromycota e divergiram uma da outra no fim do
paleozdico (250mi de anos atras). A proximidade entre as familias (inicas que apresentam
“paredes germinativas”), indicadas tanto a partir de dados moleculares (Simon et al. 1993;
Redecker et al. 2000b; Schwarzott et al. 2001) quanto morfoldgicos (Simon et al. 1993) e as
demais evidéncias discutidas, sugerem que as “paredes germinativas” em Acaulosporaceae e
Gigasporaceae sdo estruturas homologas. Além disso, elas se encaixam perfeitamente nos
critérios utilizados para determinacdo de homologia: sdo morfologicamente semelhantes,
ocupam aproximadamente a mesma posi¢do e apresentam os mesmos estadios de formacao
numa série ontogenética.

O carater de germinagdo dos esporos também foi modificado. Antes se considerava
apenas a germinagdo em Gigasporaceae, sendo agora esse carater colocado como uma série
evolutiva abrangendo todo o grupo (carater 26, Tab. 5). A seqiiéncia de estados dentro da
série foi definida com base no padrao de desenvolvimento do esporo, em registro fossil, na
homologia estrutural e no atual padrdo filogenético do grupo, definido a partir de dados
moleculares. Assim teriamos: tubos germinativos originados a partir da parede do esporo ou

do limen da hifa de sustentacdo sem estruturas especializadas na germinacdo — tubos

2

germinativos originados de um “orb” — tubos germinativos originados de uma placa
germinativa — tubos germinativos originados da camada de parede papilada (germinativa).
Os primeiros registros fosseis indicam a presenga apenas de espécies semelhantes a Glomus;

portanto foi assumido que a estratégia de germinacdo deste grupo seria o estado

plesiomorfico. Além disso, dados moleculares posicionam outros grupos que apresentam esse
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tipo de germinagdo em ramos basais nas arvores. A presenga de “orb” aparece como estado
plesiomorfico em relagdo a presenga de placa germinativa. De acordo com os atuais dados de
filogénese de Glomeromycota (e isso parece ser um consenso) Archacosporaceae emergiu
antes de Acaulosporaceac e Gigasporaceac. Como os esporos das espécies de
Acaulosporaceae desenvolvem-se de maneira semelhante aos morfotipos acaulosporoides em
Archaeosporaceae e considerando que “orb” e placa germinativa sdo estruturas homologas,
possivelmente o “orb” surgiu antes da placa, no processo evolutivo do grupo. A partir dessas
colocagdes ¢ possivel indicar a presenca de camada germinativa papilada como carater
apomorfico na série.

Alguns caracteres considerados por Morton (1990) foram eliminados. A presenca de
ornamentacdes no esporo (caracteres 13 e 18 Tab. 2) ndo deve ser usada como carater em
filogénese, pois pode ocorrer mais de uma vez no processo evolutivo, independente da
formagao de grupos; assim, qualquer sinapomorfia considerada pode estar agrupando clados
polifiléticos. Dando suporte a essa afirmacao o indice de consisténcia e reten¢do foram baixos
para os caracteres 13 e¢ 18 (Tab. 2), os unicos considerando a presenga ou nio de
ornamentacao (IC= 0,250 e 0,333; IR= 0,400 ¢ 0 respectivamente). O carater 19 (Tab. 2) diz
respeito ao niimero de “paredes semi-rigidas internas” ¢ a matriz 1 (Tab. 3) indica a presenga
desse carater apenas em espécies de Acaulosporaceae. Essas “paredes” equivalem a camadas
flexiveis encontradas nas “paredes germinativas” de certas espécies; assim, parece ndao haver
muito sentido a adogdo desse carater. Por apresentar IR= 0 nas andlises, o carater 23 (Tab. 2)
também foi eliminado. O carater 26 (Tab.2) foi excluido porque nenhuma das espécies aqui
estudadas apresenta parede amorfa ligada a uma “parede coriacea”.

Apesar das modifica¢des, muitas das consideracdes evolutivas de Morton (1990)
foram mantidas ¢ os dados usados para gerar arvores sdo baseados em seu trabalho. Vale

salientar o pioneirismo do autor na elaboracdo de um elegante modelo evolutivo (baseado na
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morfologia) para Glomeromycota. Passados mais de 10 anos, faz-se necessario o
estabelecimento de novos padrdes evolutivos (principalmente para as camadas de parede),
sobretudo em Glomeraceae. Porém, devido a complexidade do tema ainda ndo ¢ possivel
fazer todas as consideragdes necessarias.

Conjunto de caracteres I: comparagdo de arvores geradas (matrizes 1 e 2)

As arvores geradas por MP apresentaram diferentes topologias, de acordo com a matriz
utilizada. Assim, Paraglomerales emerge separadamente de todos os outros clados em
Glomeromycota, enquanto Glomeraceae apresenta-se em apenas um grupo, conforme a arvore
gerada a partir da matriz 1 (Fig. 1). Porém, na arvore gerada pela matriz 2, Paraglomerales
posiciona-se no mesmo clado que Gigasporaceae e Acaulosporaceae, apesar de apresentar
baixo valor de suporte (52%) e Glomeraceae encontra-se dividido em dois grupos (Fig. 3).
Por outro lado, as analises de NJ das matrizes 1 e 2 ndo evidenciaram grandes mudancas na
topologia das arvores, embora diferencas na posi¢do do grupo composto por G. clarum, G.
diaphanum, G. intraradices ¢ G. manihotis (Figs. 2 e 4) tenham sido observadas. Morton
(1990) apresentou uma matriz de dados onde caracteres ndo comparaveis em determinadas
espécies foram considerados como estados plesiomorficos; entretanto, € necessario indicar na
matriz os casos dos taxons onde tal configuracdo aparece (Amorim 2002), para que esses
caracteres nao tenham efeito nas analises. Aqui fica demonstrado que diferencas topoldgicas
podem ser observadas nas arvores, de acordo com as consideracdes acerca da plesiomorfia em
caracteres nao comparaveis em determinados taxons.

Aspectos filogenéticos em Glomeromycota

Os resultados obtidos parecem suportar as atuais indicagdes, a partir de dados moleculares

(SchiiBler et al. 2001; Simon et al. 1993; Redecker et al. 2000b) e morfoldgicos (Simon et al.

1993), da proximidade entre Acaulosporaceac e Gigasporaceae, contrariando observagdes
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anteriores que indicavam maior proximidade entre Acaulosporaceae e Glomeraceae (Morton
1990).

A aproximagado entre Acaulosporaceae e Gigasporaceae, antes ndo tao dbvia do ponto
de vista morfologico, aparentemente pode ser clarificada com a descoberta de S. projecturata,
que possui uma placa germinativa diferenciada, muito semelhante ao “orb” encontrado em
espécies de Acaulosporaceae (Kramadibrata et al. 2000). Os autores inferiram, a partir de
dados moleculares, que esta espécie estaria mais proxima de Gigaspora do que de
Scutellospora, e que posteriormente, quando mais dados estivessem disponiveis, este ultimo
género poderia apresentar diferentes clados.

Em Gigasporaceae, a sugestdo de que Scutellospora seria um grupo basal em relagdo a
Gigaspora (Simon et al. 1993; Redecker et al. 2000b) indicaria perda de caracteres durante os
estadios evolutivos. Os dados referentes as analises de MP, a partir do conjunto de caracteres
I, tem suportado essa indicacdo; porém, se assim fosse, Scutellospora teria formado
diferentes grupos. As andlises de NJ dos dois conjuntos de caracteres indicaram, entretanto,
que Gigaspora e Scutellospora evoluiram separadamente no mesmo grupo ¢ as analises de
MP do conjunto de caracteres I mostraram que as espécies de Gigaspora nao se agruparam.
Usando seqiiéncias do SSU rDNA Schwarzott et al. (2001) ndo obtiveram relagdo clara de
qual dos géneros seria mais basal; € possivel que outras consideragcdes devam ser incorporadas
as analises no sentido de estabelecer, com confianga, as relagdes dentro da familia.

As relagdes entre os géneros em Acaulosporaceae ndo parecem estar claras. Em
nenhuma das arvores geradas neste trabalho Entrophospora forma um grupo a parte; algumas
espécies (E. infrequens e E. schenkii) emergem a partir de ramos basais em relagdo a familia
(Fig. 5). Por outro lado, E. infrequens agrupa-se com espécies de Glomus em outra arvore
(Fig. 6). Os dados moleculares parecem ser insuficientes para conclusdes definitivas; porém,

de acordo com Rodriguez et al. (2001), E. infrequens apresenta seqiiéncias de LSU rDNA que
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agrupam-se tanto em Gigasporaceae quanto em Glomeraceae. E importante observar que E.
infrequens e E. schenkii ndo apresentam estrutura de “paredes germinativas”, sendo essa
ultima espécie muito similar a A. trappei. Essas indicagdes reforgam observagoes
morfologicas considerando que as caracteristicas usadas para separacdo dos géneros em
Acaulosporaceae ndo parecem ser suficientes para suportar a existéncia de Entrophospora

(Morton 2003  http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/Acaulosporaceae/Acaul_En.htm).

Além disso, o autor também sugere que as espécies citadas acima sdo possiveis representantes
de Archaeosporaceae. Embora E. colombiana ¢ E. kentinensis sejam caracteristicas para o
género, apenas com estudos moleculares mais detalhados serd possivel determinar se
Entrophospora é ou ndo um grupo valido.

Em todas as arvores geradas observa-se a proximidade de 4. myriocarpa com A.
leptoticha. Essas espécies s6 ndo estdo no mesmo clado na arvore da figura 5, entretanto,

ainda assim estdo proximas. Morton (2003 http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/

Acaulosporaceae/Acaulospora/myriocarpa/myriocarpa.htm) indica que 4. myriocarpa
possivelmente pertence a Archaeosporaceae, porém dados moleculares seriam necessarios
para essa confirmagdo. Em vista da atual indisponibilidade de 4. myriocarpa em bancos de
inéculo, a analise de rDNA da espécie fica prejudicada. Entretanto, diante da sua posi¢ao nas
arvores geradas a partir dos dados morfologicos, sugere-se que a mesma seja transferida para
a familia Archaeosporaceae.

Os dados dao suporte a divisdo de Glomeraceae, sugerida em trabalhos anteriores
(Simon et al. 1993; Redecker et al. 2000b; Schwarzott et al. 2001), bem como a inclusdo dos
representantes de Sclerocystis em Glomus (Redecker et al. 2000a). Paraglomus occultum e G.
tortuosum agruparam-se separadamente em um mesmo clado nas arvores das Figs. 1 a 4,
porém nas arvores das Figs. 5 e 6, P. brasilianum agrupa-se com P. occultum, enquanto G.

tortuosum ocupa outra posi¢do. Embora com posi¢do incerta, G. fortuosum tem ocupado
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posi¢des isoladas ou basais, a0 menos em relagdo a Glomeraceae. Dados moleculares sao
necessarios para uma defini¢cao mais clara da posicao desse taxon.

As relagdes filogenéticas entre espécies, nos diferentes grupos de Glomus, mostraram
algumas congruéncias com os resultados apresentados por Schwarzott et al. (2001). Assim, G.
mosseae, G. coronatum ¢ G. caledonium agruparam-se no mesmo clado (Fig. 5 e 6), enquanto
outras espécies (G. geosporum e G. verruculosum) que estariam compondo esse grupo
encontram-se em clados diferentes. Glomus intraradices, G. manihotis € G. clarum também
estdo proximos aqui, assim como G. claroideum, G. etunicatum, G. lamellosum ¢ G. luteum
fazem parte do mesmo grupo nas analises de NJ (Fig. 6). Em Schwarzott et al. (2001) 4.
leptoticha, A. trappei e Geosiphon pyriformis formam um clado basal separado de todo o
resto do filo, enquanto G. spurcum, G. versiforme ¢ um espécime de G. etunicatum formam
um grupo mais proximo a Acaulosporacae e Gigasporaceae. Aqui 4. leptoticha (morfotipo
acaulosporoide) formou um clado basal a quase todo o filo com A. myriocarpa e A.
gerdemannii (morfotipo acaulospordide) apenas na arvore da figura 6. Glomus versiforme foi
sempre agrupado em clados contendo outras espécies de Glomus e G. spurcum formou um
clado separado com G. eburneum, G. viscosum, A. leptoticha (morfotipo glomoide), A.
gerdemannii (morfotipo glomoide) (Fig. 5) e G. tortuosum (Fig. 6).

Ainda s3ao escassos os dados moleculares disponiveis para espécies em
Acaulosporaceae e Gigasporaceae. A maioria dos trabalhos tem abordado as relagdes em
Glomeraceae e, conseqiientemente, sao poucos os representantes de outros grupos nas arvores
geradas.

O baixo numero de caracteres usados nas analises morfologicas ndo permite o
esclarecimento de todas as relagdes dos grupos em Glomeromycota. Além disso, espécies
dimorficas também apresentam problemas quando comparadas. Os eventos na formagao dos

esporos de Acaulosporaceae ¢ Archaeosporaceae sdo semelhantes e tendem a posicionar as
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espécies desse ultimo grupo em ramos mais recentes na formacao do filo. Devido a esses e
outros problemas apresentados na classificagdo morfologica, dados moleculares sao
necessarios para a avaliacao filogenética do filo. Entretanto, a disponibilidade de espécies
desse grupo em bancos de inoculo limita, no momento, melhor avaliagdo molecular. Assim,
dados morfologicos podem ser usados para, ao menos, sugerir quais espécies, ou grupos,
devem ter suas relagdes reavaliadas. Vale salientar que este trabalho apresenta o maior
numero de espécies ja analisadas filogeneticamente em Glomeromycota. O objetivo nao foi
mudar atuais consideragdes, mas indicar novos caminhos e confirmar conceitos estabelecidos,
considerando que a ferramenta molecular se tornou imprescindivel na resolugdo filogenética
do grupo. As indicagdes aqui colocadas devem ser comprovadas em estudos moleculares, a
fim de tornar claros os lacos filogenéticos, sobretudo em Acaulosporaceae e Glomeraceae.
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Tabela 1. Taxons usados nas analises filogenéticas de Glomeromycota.

Espécie

Matriz1 e 2

Matriz 3

Acaulospora birreticulata Rothwell & Trappe

A. colossica Schultz, Bever & Morton

A. delicata Walker, Pfeiffer & Bloss

A. denticulata Sieverding & Toro

A. dilatata Morton

e ladke

A. elegans Trappe & Gerdemann

A. foveata Trappe & Janos

. koskei Blaszkowski

. lacunosa Morton

. laevis Gerdemann & Trappe

PR PR PR PR PR DR DX 4 <

. longula Spain & Schenck

. mellea Spain & Schenck

. morrowiae Spain & Schenck

myriocarpa Spain, Sieverding & Schenck

. rehmii Sieverding & Toro

. rugosa Morton

PR PR PR PR DR 4| 4

. scrobiculata Trappe

. spinosa Walker & Trappe

>

NN RN RN N N NN N N NG S

. tuberculata Janos & Trappe

Archaeospora gerdemannii (sinanamorfo acaulospordide) (Rose,
Daniels & Trappe) Morton & Redecker

A. gerdemannii (sinanamorfo glomodide) (Rose, Daniels &
Trappe) Morton & Redecker

A. leptoticha (sinanamorfo acaulospordide) (Schenck & Smith)
Morton & Redecker

A. leptoticha (sinanamorfo glomdide) (Schenck & Smith) Morton
& Redecker

A. trappei (Ames & Linderman) Morton & Redecker

Entrophospora colombiana Spain & Schenck

E. infrequens (Hall) Ames & Schneider

<<

E. kentinensis Wu & Liu

E. schenkii Sieverding & Toro

Glomus aggregatum Schenck & Smith

. ambisporum Smith & Schenck

. arborense McGee

il

. caledonium (Nicol. & Gerd.) Trappe & Gerd.

. cerebriforme McGee

. claroideum Schenck & Smith

clarum Nicol. & Schenck

eltalles

constrictum Trappe

. coremioides (Berk. & Broome) Redecker & Morton

. coronatum Giovannetti

. deserticola Trappe, Bloss & Menge

QIQAQQQQQQQQ|Q

. diaphanum Morton & Walker

<<
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Continuag¢ao da tabela 1.

Espécie

Matriz1e?2

Matriz 3

G. dimorphicum Boyetchko & Tewari

X

. eburneum Kennedy, Stutz & Morton

. etunicatum Becker & Gerdemann

. fasciculatum (Thaxter) Gerd. & Trappe emend. Walker & Koske

PR P

. fecundisporum = Ar. leptoticha

ikl

. geosporum (Nicol. & Gerd.) Walker

glomerulatum Sieverding

heterosporum Smith & Schenck

intraradices Schenck & Smith

ltalle

lamellosum Dalpe, Koske & Tews

luteum Kennedy, Stutz & Morton

macrocarpum Tulasne & Tulasne

lisltaltaltaltadls

maculosum = G. claroideum

manihotis Howeler, Sieverding & Schenck

. mosseae (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe

. pallidum Hall

. rubiforme (Gerd. & Trappe) Almeida & Schenck

itttk dtalle

. spurcum Pfeiffer, Walker & Bloss

tenerum Tandy emend. McGee

. tortuosum Schenck & Smith

<<

. verruculosum Blaszkowski

. versiforme (Karsten) Berch

=

. viscosum Nicol.

QIQAQQQQQQAQQQQQQQQ QA [QQQ|Q

. warcupii McGee

Gigaspora albida Schenck & Smith

G. decipiens Hall & Abbott

G. gigantea (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe

G. margarita Becker & Hall

G. rosea Nicol. & Schenck

PR R PR PR <

Paraglomus. brasilianum (Spain & Miranda) Morton & Redecker

P. occultum (Walker) Morton & Redecker

=

Scutellospora biornata Spain, Sieverding & Toro

S. calospora (Nicol. & Gerd.) Walker & Sanders

<

S. cerradensis Spain & Miranda

S. coralloidea (Trappe, Gerd. & Ho) Walker & Sanders

S. dipapilosa (Walker & Koske) Walker & Sanders

S. dipurpurascens Morton & Koske

ltalle

S. erythropa (Koske & Walker) Walker & Sanders

S. fulgida Koske & Walker

S. gregaria (Schenck & Nicol.) Walker & Sanders

S. heterogama (Nicol. & Gerdemann) Walker & Sanders

S. pellucida (Nicol. & Schenck) Walker & Sanders

ltalle

S. persica (Koske & Walker) Walker & Sanders

S. rubra Sturmer & Morton

S. scutata Walker & Diederichs

S. verrucosa (Koske & Walker) Walker & Sanders

S. weresubiae Koske & Walker
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Tabela 2. Caracteres e estados evolutivos em Glomeromycota, considerando os critérios de

Morton (1990)

Cddigo Carater Estado (plesiomorfico/apomdrfico)
1 Simbiose mutualistica em plantas Ausente (0)/Presente (1)
2 Desenvolvimento arbuscular Ausente (0)/Presente (1)

3 Talo fungico

Apenas arbusculos (0)/Arbusculos e vesiculas (1)
Arbusculos e células auxiliares (2)

4 Células auxiliares Papiladas a espinhosas (0)/Lisas a rugosas (1)
5 Resposta a coloragdo com azul de Azul (0)/Fraca ou sem reacdo (1)
Trypan
6 Arranjo dos esporos Isolados, raramente sobre ramos hifalicos (0)/Sobre
ramos hifalicos em pequenos agregados (1)/Em densos
agregados (2)/Em esporocarpos (3)
7 Arranjo dos esporos em esporocarpos Aleatoriamente, em gleba (0)/Organizados ao redor de
um plexo central (1)/Organizados ao redor de um plexo
sobre um pedunculo (2)
8 Peridio ao redor do esporo ou Ausente (0)/Presente (1)
esporocarpo
9 Modo de desenvolvimento do esporo Terminal sobre uma hifa indiferenciada (0)/Lateral
sobre o pescoco de um saculo esporifero (1)/Terminal,
sobre uma célula esporogénica (2)
10 Desenvolvimento do esporo a partir do ~ Terminal sobre um ramo hifalico (0)/Terminal sobre um

pescogo do saculo esporifero

curto pedicelo (1)/Lateral crescendo fora do pescogo do
sdculo (2)/Crescendo dentro do pescogo do século (3)

11 Precursores do desenvolvimento do Ausente (0)/Vesiculas intraradiculares (1)
esporo
12 Numero de grupos de parede separaveis Um (0)/Dois ou mais (1)
13 Superficie da parede estrutural Lisa (0)/Discretas ornamentagdes (1)
14 Parede encerrando parede estrutural, Ausente (0)/Uma parede evanescente (1)/Duas paredes

ndo continua com a hifa

evanescentes (2)/Parede unitaria (3)/Parede flexivel fina

“)

15 Parede evanescente Granular sem reagdo ao Melzer (0)/Mucilaginosa com
reagdo ao Melzer (1)
16 Parede evanescente originalmente de Auséncia (0)/Presenga (1)
uma hifa
17 Parede unitaria do esporo continua com  Auséncia (0)/Presenga (1)
a parede do esporo6foro
18 Superficie da parede unitaria externa Lisa (0)/Discretas ornamentagoes (1)
19 Numero de camadas de parede semi- Ausente (0)/Uma (1)/Duas (2)
rigidas internas
20 Numero de camadas de parede Ausente (0)/Uma (1)/Duas (2)/Trés (3)
membranosas internas
21 Superficie da parede membranosa Lisa (0)/‘Beaded’ (1)
interna
22 Reacdo da parede membranosa interna  Auséncia (0)/Presenca (1)
ao reagente de Melzer
23 Numero de camadas de parede interna Ausente (0)/Uma (1)
flexivel
24 Numero de paredes coridceas internas Ausente (0)/Uma (1)/Duas (2)
25 Parede amorfa ligada a parede Auséncia (0)/Presenga (1)
membranosa “beaded”
26 Parede amorfa ligada a parede coridcea  Auséncia (0)/Presenga (1)
interna
27 Germinagdo dos esporos Tubos germinativos originados das camadas de parede

papiladas (0)/Tubos germinativos originados de placas
germinativas (1)
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Tabela 3. Matriz de espécies de Glomeromycota e seus estados evolutivos, considerando os critérios de Morton (1990). Caracteres ausentes

tratados como plesiomorficos

22 23 24 25 26 27

19 20 21

11 12 13 14 15 16 17 18
0

2 345 6 7 8 9 10

1

0 0O00 00O O0O0OO0O O

Outgroup

2
2
2
2
2
2
2
2

1
1
1
1
1
1
1
1

00 0 00O
00 0 00
000 00
00 0 00
00 0 00O
00 0 00O
00 0 00
000 00

1
1
1
1
1
1
1
1

Acaulospora delicata
A. denticulata
A. dilatata

A. lacunose
A. laevis

A. longula
A. mellea

A. morrowiae

A. myriocarpa
A. rehmii

A. rugosa

A. spinosa

2
2
2

1
1
1
1

00 0 00O
00 0 000
00 0 00
000 00

1
1
1
1

0

1

1

Archaeospora leptoticha (M.A.)

A. leptoticha M.G.)

0

0 0 0 0

1
00 0 00O
00 0 00

0

3
3
3

1
1
1

1
1

Entrophospora colombiana

E. infrequens
E. schenkii

0 00

1

1

0

0 02 000 O
0 0 3

1
1
1
1
1

1

1

Glomus aggregatum
G. ambisporum
G. arborense

00 O

1

0
0
0

002 000 0
1

1
1
1

1
1
1

003 000 O

G. cerebriforme
G. claroideum
G. clarum

0 00 00 0 O

0 0

0 00 0

1

0

0

0 0 3 21
0 00 0

1

G. coremioides
G. deserticola

0

1

1
1
1

00
00
00

000 O

G. diaphanum

0
0

0 0 0 0

G. dimorphicum
G. etunicatum

0

0 00 00 0 O

1 1

1
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Continuacgao da tabela 3.

22 23 24 25 26 27

19 20 21

12 13 14 15 16 17 18
0

11
0
0
0
0

1

2 345 6 7 8 9 10

1

1
1

002 000 O

1

G. fasciculatum

0 0 0 0

1

0 03 000 O

G. fecundisporum

1 1
1

1

G. glomemerulatum
G. heterosporum
G. intraradices

1 00 O

0 0 3

001 00 0 O
00 3 0

1 0 0

0 0000 0 O
0 0

1
1

G. macrocarpum
G. maculosum
G. manihotis

G. mosseae

0

0

1

1

1

0 00 0

1

0

0

1
003 000 O

00 2 0
0 0 3

1
1
1
1

0
0

1

1

G. pallidum

00 O
1

1

G. rubiforme
G. tenerum

0
0

0
0

0 0 3 0

0

0 0

G. tortuosum

0

002000 0 O

1 1
1

1

G. versiforme
G. warcupii

0

0

1

00 2 0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

2 0000 02 0

1
1
1
1
1

1
1
1
1
1

Gigaspora albida
G. decipiens
G. gigantea

2 00000 2 0
2 000002 0
2 00000 2 0
2 00000 2 0

G. margarita
G. rosea

0 000 O

1

0

Paraglomus occultum

0 0002 O

1
1
1
1
1
1
1
1

2
2
2
2
2
2
2
2

(M.A.) morfotipo acaulosporoide; (M.G.) morfotipo glomodide

Scutellospora calospora

S. coraloideal
S. dipapilosa

00 002 0

00 002 0

00002 O

S. dipurpurascens
S. gregaria

0 000 2 O

00002 O

S. heterogama
S. pellucida

00 002 0

00 00 2 0

S. weresubiae
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Tabela 4. Matriz de espécies de Glomeromycota e seus estados evolutivos, considerando os critérios de Morton (1990). Caracteres ausentes

(indicados por “?”’) sem valor nas analises computacionais

22 23 24 25 26 27

19 20 21

11 12 13 14 15 16 17 18
0

2 345 6 7 8 9 10

1

0 0O00 00O O0O0OO0O O

Outgroup

0
0
0
0
0
0
0
0

?
?
?
?
?
?
?
?

00

?
?
?
?
?
?
?
?

Acaulospora delicata
A. denticulata
A. dilatata

00
0 0
0 0
0 0
00
00
0 0

A. lacunosa
A. laevis

A. longula
A. mellea

A. morrowiae

A. myriocarpa
A. rehmii

A. rugosa

A. spinosa

0
0
0
0

?
?
?
?

? 00
00
00

?
?

1 2 00

1

1

Archaeospora leptoticha (M.A.)

A. leptoticha(M.G.)

0
0

? 0 0 ?
? 0 0 ?

Entrophospora colombiana

E. infrequens
E. schenkii

0
0
0

0
0
0

?7 0 2 ?
?

1

Glomus aggregatum
G. ambisporum
G. arborense

0 3

?

?7 0 2
?
?

1

03 000 ?2 O

0 0

G. cerebriforme
G. claroideum
G. clarum

0

0

?

0

0 3 2 1

?

G. coremioides
G. deserticola

G. diaphanum

G. dimorphicum
G. etunicatum

? 00?2 00

1
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Continuagao da tabela 4.

22 23 24 25 26 27

19 20 21

11 12 13 14 15 16 17 18

2 345 6 7 8 9 10

1

0 0

02 7

?

G. fasciculatum

G. fecundisporum
G. glomerulatum
G. heterosporum
G. intraradices

0

?

03 000
0 3

?
?

0

0

0
0

? 03 01
?7 00 0

G. macrocarpum
G. maculosum
G. manihotis

G. mosseae

?

?7 0 2 7?7
?

?
?

0

?

03 000

0 3

G. pallidum

0
0

0

1

G. rubiforme
G. tenerum

0 3 0

G. tortuosum

0 0

?
?
?
?
?
?
?

?7 0 2
?
2 0 00
2 0 00
2 0 00
2 0 00
2 0 00

G. versiforme
G. warcupii

0 2

0
0
0
0
0

?
?
?
?
?

0 2
0 2
0 2

1
1
1
1
1

Gigaspora albida
G. decipiens
G. gigantea

0 2

G.margarita
G. rosea

0 2

Paraglomus occultum

0
0
0
0
0
0
0
0

?
?
?
?
?
?
?
?

?7 0 2
? 0 2
?
?
?
?

?
?

00
00
00
00
0 0
00
00
00

2
2
2
2
2
2
2
2

Scutellospora callospora

S. coraloideal
S. dipapilosa

0 2

0 2
0 2
0 2
0 2

S. dipurpurascens
S. gregaria

S.heterogama
S.pellucida

0 2

S. weresubiae

(M.A.) morfotipo acaulospordide; (M.G.) morfotipo glomodide
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Tabela 5. Caracteres e estados evolutivos em Glomeromycota, considerando modificagdes dos
critérios de Morton (1990) e novas consideracdes evolutivas para o filo; *caracteres com

modifica¢des na polarizagdo ou novas considera¢des evolutivas em relacdo aos dados de Morton

(1990)
Carater Carater Estado (plesiomdrfico/apomérfico)
1 Simbiose mutualistica em plantas Ausente (0)/Presente (1)
2 Desenvolvimento arbuscular Ausente (0)/Presente (1)
3% Vesiculas Ausente (0)/Presente (1)
4* Células auxiliares Ausente (0)/Presente (1)
S5* Superficie das células auxiliares Lisas a rugosas (0)/Papiladas a espinhosas (1)
6* Superficie das hifas intrarradiculares Lisas (0)/Rugosas ou apresentando projecdes (1)
7* Resposta & coloragdo com azul de Trypan  Fraca reagdo (0)/Azul escuro (1)
8 Arranjo dos esporos Isolados, raramente sobre ramos hifalicos (0)/Sobre ramos
hifalicos em pequenos agregados (1)/Em densos agregados
(2)/Em esporocarpos (3)
9 Arranjo dos esporos em esporocarpos Aleatoriamente em ‘glebal’ hifas (0)/Organizados ao redor de
um plexo central (1)/De um plexo sobre um ‘stalk’ (2)
10 Peridio ao redor do esporo ou Ausente (0)/Presente (1)
esporocarpo
11 Modo de desenvolvimento do esporo Terminal sobre uma hifa indiferenciada (0)/Lateral sobre o
pescogo de um saculo esporifero (1)/Terminal sobre uma
célula esporogénica (2)
12 Desenvolvimento do esporo a partir do Terminal sobre um curto pedicelo (0) lateral crescendo fora
pescogo do saculo esporifero do pescoco do saculo (1) dentro do pescogo do saculo (2)
13 Precursores do desenvolvimento do Ausente (0)/Vesiculas intrarradiculares (1)
esporo
14 Numero de grupos de parede separaveis Um (0)/Dois ou mais (1)
15% Parede evanescente ndo continua com a Auséncia (0)/Presenga (1)
parede da hifa
16* Parede estrutural com camada superficial =~ Auséncia (0)/Presenca (1)
unitaria ou flexivel originalmente uma
hifa de sustenta¢do com varias camadas
de parede
17% Parede evanescente originalmente de uma  Ausente (0)/ Uma parede evanescente (1)/ Duas paredes
hifa de sustentagdo com varias camadas evanescentes (2)
de parede
18 Parede evanescente Sem reagdo ao Melzer (0)/ Com reacdo ao Melzer (1)
19* Parede evanescente originalmente de hifa ~ Ausente (0)/Caindo na maturacdo do esporo (1) Permacendo
com apenas uma camada de parede por mais tempo em esporos maduros (2)
20 Parede estrutural do esporo continua com  Auséncia (0)/Presenga (1)
a parede do espordforo
21%* N° de “paredes germinativas” Ausente (0)/Uma (1)/Duas (2)/Trés (3)
22 Superficie da “parede germinativa” Lisa (0)/‘Beaded’ (1)
23 Reacgdo da “parede germinativa” ao Auséncia (0)/Presenga (1)
reagente de Melzer
24 Camadas de paredes coriaceas internas Ausente (0)/Presente (1)
25 Camada amorfa Ausente (0)/Presente (1)
26* Germinagdo dos esporos Tubos germinativos originados a partir da parede do esporo

ou do Ilimen da hifa de sustentagdo sem estruturas
especializadas na germinagao (0)/Tubos germinativos
originados de um “orb” (1)/Tubos germinativos originados de
uma placa germinativa (2)/Tubos germinativos originados das
camadas de parede papiladas (3)
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Tabela 6. Matriz de espécies de Glomeromycota e seus estados evolutivos, considerando novos critérios. Caracteres ausentes (indicados por “?”)

sem valor nas andlises computacionais

22 23 24 25 26

19 20 21

11 12 13 14 15 16 17 18
0

10
0000 OO O0OO0OO0O O

2 345 6 7 809

1

Outgroup

Acaulospora birreticulata

A. colossica
A. delicata

1

0

? 00 0 ?

00

A. denticulata
A. dilatata
A. elegans

A. foveata

A. koskei

A. lacunosa
A. laevis

A. mellea

A. morrowiae

?7 00 ?

0 0

A. myriocarpa

A. rehmii
A. rugosa

A. scrobiculata

A. spinosa

A. tuberculata

1

0

? 00 0 ?
? 00
?

?
?

1 00
00
00
0 0
0 0

1

Archaeospora leptoticha(M.A.)

A. leptoticha(M.G.)

?

1

0

00 0 7
0 0

A. gerdemannii(M.A.)

?

A. gerdemannii(M.G.)

A. trappei

1

0

0 0 0 7

Entrophospora colombiana

E. infrequens

1

0

? 00 0 ?

0

E. kentinensis
E. schenkii

1

0

?7 00 0 7

0

Glomus aggregatum
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Continuagao da tabela 6.

22 23 24 25 26

19 20 21

11 12 13 14 15 16 17 18

2 345 6 7 8 9 10

1

G. ambisporum
G. arborense

G. caledonium

30 0 0

1

0

G. cerebriforme
G. claroideum
G. clarum

G. constrictum
G. coremioides
G. coronatum

G. deserticola

G. diaphanum

G. dimorphicum
G. eburneum

0

0

? 00 0 ?

0 0

G. etunicatum

G. fasciculatum

G. geosporum

30 0 O

1

0

G. glomerulatum
G. heterosporum
G. intraradices
G. lamellosum

G. luteum

G. macrocarpum
G. manihotis
G. mosseae

30 0 0

1

0

G. pallidum

G. rubiforme
G. spurcum
G. tenerum

0

0

? 00 0 ?

0

0

00 0?72 1

?

0

G. tortuosum

G. verruculosum
G. versiforme

G. viscosum
G. warcupii

0

?

0 0
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Continuagao da tabela 6.

22 23 24 25 26

19 20 21

11 12 13 14 15 16 17 18

2 345 6 7 8 9 10

1

Gigaspora albida
G. decipiens
G. gigantea

G. margarita
G. rosea

0
0

0
0

? 00 0 ?

?

00
00

Paraglomus brasilianum

P. occultum

0 0 0 ?

Scutellospora biornata
S. callospora

S. cerradensis
S. coralloidea

S. dipapilosa

S. dipurpurascens
S. erythropa
S. fulgida

S. gregaria

S. heterogama
S. pellucida

S. persica

S. rubra

S. scutata

S. verrucosa

S. weresubiae

(M.A.) morfotipo acaulosporoide; (M.G.) morfotipo glomodide
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Outgroup
; Glomus etunicatum

Glomus diaphanum

100 ——— Glomus dimorficum

100 —— Glomus claroideum

100 Glomus fasciculatum
71 4@: Glomus macrocarpum
Glomus versiforme

57 69
: 76 100 Acaulospora myriocarpa
| 53] 45: Archaeospora leptoticha (G) |G| B
Glomus fecundisporum

j: Archaeospora leptoticha (A)

Glomus maculosum

J: Glomus mosseae
64 100 Glomus warcupii

Glomus clarum

Glomus intraradices
Glomus manihotis —
Glomus deserticola
57 ——— Glomus arborense
Glomus aggregatum
100 —— Glomus tenerum
Glomus coremioides
——— Glomus pallidum Gl A
100, Glomus rubiforme

A: Glomus heterosporum
Glomus ambisporum
l: Glomus cerebriforme
Glomus glomerulatum -
Entrophospora infrequens
Entrophospora schenkii
—_100 ——— Acaulospora mellea
100 — Acaulospora laevis
100 — Acaulospora delicata
100—— Acaulospora longula
100 Acaulospora denticulata
100 Acaulospora spinosa
Acaulospora rehmii
J: Acaulospora rugosa
100 100 Acaulospora morrowiae
——— Acaulospora dilatata

Acaulospora lacunosa
Entrophospora colombiana

100

Glomerales

100| |

Acaulosporaceae

100

Gigaspora decipiens

Gigaspora albida

Gigaspora gigantea

Gigaspora rosea

Gigaspora margarita
Scutellospora dipapilosa
Scutellospora coralloidea

55 Scutellospora gregaria
100 62 Scutellospora heterogama
100 Scutellospora weresubiae
Scutellospora calospora

J: Scutellospora dipurpurascens
| Scutellospora pellucida e
A: Glomus tortuosum Paraglomerales

Paraglomus occultum

Diversisporales

100

Gigasporaceae

Figura 1. Arvore filogenética (consenso - Majority Rule) de Glomeromycota obtida a partir de
analises de maxima parcimonia da matriz 1 do conjunto de caracteres I. Os numeros nos
ramos indicam valores percentuais da ocorréncia de cada grupo em 10000 arvores salvas. IC=
0,47; IR= 0,86. (A)= morfotipo acaulosporodide, (G)= morfotipo glomoide.
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— Outgroup

66

Glomus etunicatum

Glomus deserticola

— Glomus pallidum

Glomus tenerum
\—‘_: Glomus rubiforme

Glomus coremioides
—
Glomus aggregatum
— L Glomus warcupii
Acaulospora myriocarpa
4':: Archaeospora leptoticha (G)
Glomus fecundisporum

Glomus glomerulatum
I Glomus ambisporum
Glomus arborense
Glomus diaphanum
Glomus intraradices
Glomus manihotis
Glomus clarum
Glomus fasciculatum
4':: Glomus macrocarpum

Glomus cerebriforme
Glomus heterosporum
Glomus mosseae
Archaeospora leptoticha (A)
Glomus versiforme

Glomus dimorp hicum
4‘:: Glomus maculosum
Glomus claroideum

Gl

w

Glomerales

A

—— Entrophospora schenkii

Entrophospora infrequens

— 1 Acaulospora mellea

Acaulospora laevis

- Acaulospora delicata

Acaulospora longula
Acaulospora spinosa
Acaulospora rehmii

Acaulospora denticulata
Acaulospora rugosa

L Acaulospora morrowiae
Acaulospora lacunosa
4|:|: Acaulospora dilatata
Entrophospora colombiana

— Scutellospora weresubiae

Scutellospora calospora
—1 Scutellospora heterogama
Scutellospora dipapilosa
Scutellospora coralloidea
—1 Scutellospora dipurpurascens
Gigaspora decipiens
Gigaspora albida

Scutellospora gregaria
—
Scutellospora pellucida
Gigaspora rosea

——— Gigaspora margarita

Gigaspora gigantea

I Acaulosporaceae

Gigasporaceae

Diversisporales

—— Glomus tortuosum
L Paraglomus occultum

Paraglomerales

Figura 2. Arvore filogenética de Glomeromycota obtida a partir de analises de neighbor
joining da matriz 1 do conjunto de caracteres 1. Consenso estrito de 315 arvores. (A)=
morfotipo acaulospordide, (G)= morfotipo glomoide.
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Glomus etunicatum

100 Glomus manihotis
80 Glomus intraradices

100 Glomus clarum

% Glomus mosseae
90 Glomus warcupii
Glomus diaphanum
Glomus dimorphicum
Glomus claroideum
Glomus maculosum
Archaeospora leptoticha (A)
98 100 Glomus fecundisporum
78 Acaulospora myriocarpa
99 Archaeospora leptoticha (G)

Glomus fasciculatum

100
Glomus macrocarpum
Glomus versiforme

100

100

99

99

Glomeraceae B

Entrophospora infrequens

Entrophospora schenkii

Acaulospora mellea

Acaulospora laevis

Acaulospora delicata
Acaulospora longula

100 Acaulospora denticulata
70 Acaulospora rehmii
Acaulospora spinosa
Acaulospora lacunosa
Acaulospora dilatata
Entrophospora colombiana

A: Acaulospora rugosa

Acaulospora morrowiae
Gigaspora albida

Gigaspora decipiens

Gigaspora margarita

Gigaspora gigantea

Gigaspora rosea

Scutellospora dipapilosa
Scutellospora coralloidea
Scutellospora gregaria
Scutellospora heterogama

J: Scutellospora weresubiae
Scutellospora calospora
A: Scutellospora pellucida

Scutellospora dipurpurascens A
ﬂ: Paraglomus occultum

Glomus tortuosum Paraglomerales
Glomus deserticola
85 Glomus arborense
Glomus aggregatum
Glomus pallidum

Glomus tenerum
Glomus coremioides

53 Glomus rubiforme
4@: Glomus heterosporum

Glomus ambisporum

478: Glomus cerebriforme

100

70 100

100

100

100 70
70

Acaulosporaceae

100

Diversisporales

100| 66

Gigasporaceae

100

54

100

Glomeraceae A

Figura 3. Arvore filogenética (consenso - Majority Rule) de Glomeromycota obtida a partir de
analises de maxima parcimonia da matriz 2 do conjunto de caracteres I. Os numeros nos
ramos indicam valores percentuais da ocorréncia de cada grupo em 10000 arvores salvas. .
IC=0,47; IR= 0,85. (A)= morfotipo acaulospordide, (G)= morfotipo glomoide.
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Glomus etunicatum

—— Outgroup

Glomus deserticola

—
—

— Glomus aggregatum Gl B
Glomus rubiforme
4‘:: Glomus pallidum
Glomus tenerum
Glomus coremioides 3
4‘:: Glomus warcupii ©
Glomus mosseae - E
Glomus diaphanum T £
S
(O]

Glomus intraradices
Glomus claurum
Glomus manihotis

Glomus cerebriforme
Glomus glomerulatum
Glomus heterosporum
Glomus ambisporum
Glomus arborense

Archaeospora leptoticha (A)
— Acaulospora myriocarpa

Glomus fasciculatum
4‘:: Glomus macrocarpum
Glomus versiforme
Glomus dimorphicum
4':: Glomus maculosum
____________ Glomus claroideum

Entrophospora schenkii
Entrophospora infrequens

1

\_: Archaeospora leptoticha (G)] G| A

Glomus fecundisporum

Acaulospora mellea
Acaulospora laevis

I Acaulospora delicata

Acaulospora longula

—

—

Entrophospora colombiana
4‘:: Acaulospora dilatata

——— Acaulospora spinosa
Acaulospora rehmii
——— Acaulospora denticulata
Acaulospora rugosa
Acaulospora morrowiae

Acaulosporaceae

Acaulospora lacunosa _|{
Scutellospora gregaria T

Scutellospora heterogama
\—‘_: Scutellospora weresubiae
Scutellospora calospora
Scutellospora coralloidea
Scutellospora dipapilosa
Scutellospora pellucida
Scutellospora dipurpurascens

Gigaspora decipiens
Gigaspora albida
Gigaspora rosea
Gigaspora margarita
Gigaspora gigantea

Diversisporales

Gigasporaceae

—— Glomus tortuosum
L Paraglomus occultum

Paraglomerales

Figura 4. Arvore filogenética de Glomeromycota obtida a partir de analises de neighbor

joining da matriz 2 do conjunto de caracteres I.
morfotipo acaulospordide, (G)= morfotipo glomoide.

Consenso estrito de 318 arvores. (A)=
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100

———— Outgroup

69

99 20

97

50

85

100

51 84

—— Acaulospora colossica

94 Acaulospora lacunosa
Acaulospora dilatata
100 Entrophospora colombiana

90 Acaulospora mellea
4|j|: Acaulospora morrowiae

— Scutellospora gregaria
——— Scutellospora persica
— Scutellospora dipapilosa
— Scutellospora verrucosa
——— Scutellospora fulgida
— Scutellospora coralloidea

90

Acaulospora koskei
Acaulospora rehmii
Acaulospora birreticulata
Acaulospora spinosa
Acaulospora scrobiculata
Acaulospora delicata
Acaulospora denticulata
Acaulospora elegans

Acaulospora tuberculata

Acaulospora foveata
Acaulospora laevis

100

Acaulosporaceae

Entrophospora kentinensis

Acaulospora rugosa

Diversisporales

Scutellospora dipurpurascens
Scutellospora biornata
Scutellospora heterogama
Scutellospora rubra

86 Scutellospora pellucida

72

85

Scutellospora cerradensis
Sgutellospora calospora
. cutellospora weresubiae
93 Scutellospora erythropa
Scutellospora scutata
Gigaspora rosea
Gigaspora decipiens

Gigasporaceae

Acaulospora myriocarpa

R

Archaeospora leptoticha (A)

78 Archaeospora trappei
4‘3: Entrophospora schenkii

Entrophospora infrequens

Gigaspora margarita

88 Glomus spurcum
947 Archaeospora leptoticha (G) G1
Archaeospora gerdemannii (G)
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Glomus VISCOSUM ..
— Glomus tortuosum
Glomus arborense T
Glomus aggregatum
95 Glomus versiforme
——— Glomus glomerulatum
79 ——— Glomus pallidum
97 an Glomus cerebriforme GIB
94— Glomus macrocarpum
Glomus tenerum
—— Glomus heterosporum
95 Glomus coremiodes
Glomus ambisporum »
100 Glomus rubiforme 4 o
Glomus verruculosum -T= ©
Glomus geosporum -
Glomus constrictum (]
Glomus deserticola 1S
Glomus clarum o
100 Glomus diaphanum —_
Glomus intraradices o
79 94 Glomus manihotis
Glomus fasciculatum Gl A
Glomus warcupii
Glomus mosseae
Glomus caledonium
Glomus coronatum
| 77— Glomus lamellosum
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Figura 5. Arvore filogenética (consenso - Majority Rule) de Glomeromycota obtida a partir de
analises de maxima parcimonia da matriz do conjunto de caracteres II. Os nimeros nos ramos
indicam valores percentuais da ocorréncia de cada grupo em 10000 arvores salvas. IC= 0,47;
IR=0,92. (A)= morfotipo acaulosporoide, (G)= morfotipo glomoide.
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Figura 6. Arvore filogenética de Glomeromycota obtida a partir de anélises de neighbor
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Resumo: Os fungos micorrizicos arbusculares formam associagdo simbidtica com a maioria
das plantas (micorriza). Essa associa¢ao existe ha mais de 400 milhdes de anos e contribuiu
para a evolucdo e a sobrevivéncia das plantas terrestres. A partir de dados de SSU rDNA,
esses fungos foram recentemente agrupados em um novo filo (Glomeromycota); no entanto
ainda existem lacunas acerca de sua classificagcdo. Neste trabalho, seqiiéncias parciais de LSU
rDNA foram usadas no estudo filogenético de Glomeromycota, com o objetivo de avaliar o
potencial de resolucdo dessas seqiiéncias. As arvores obtidas indicaram que Glomeromycota ¢é
monofilético, Archaecosporaceae ¢ Paraglomeraceae sdo grupos ancestrais, Acaulosporaceae e
Gigasporaceae estdo unidos em um mesmo clado e Glomeraceae ¢ polifilético, como descrito
em trabalhos anteriores. Esta é a primeira vez que outra subunidade ribossomal ¢ utilizada
para andlise filogenética de todo o filo Glomeromycota considera outra subunidade
ribossomal. Apesar dos resultados suportarem a maioria dos anteriormente mostrados,
também com esse marcador molecular outras espécies precisam ser avaliadas para a
determinagdo de grupos ainda ndo resolvidos no filo.

Palavras-chave: Glomeromycota; LSU rDNA; filogenia; micorriza arbuscular; taxonomia
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Abstract: The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) form a simbiotic association with most
plants. This symbiosis exists for over than 400 millions years and contributed for evolution
and survival of terrestrial plants. Some researchers recently grouped the AMF in a new
phylum (Glomeromycota) using data from SSU rDNA; however, there are some unsolved
problems in the classification of the group. In this work, partial sequences from resolution
were used o these sequences. Phylogenetic studies of Glomeromycota with the aim of
evaluating the LSU rDNA potential for phylogenetic resolution. The trees obtained indicated
that Glomeromycota is monophyletic, Archaeosporaceae and Paraglomeraceae are ancestral
groups, Acaulosporaceaec and Gigasporaceae are in a same clade and Glomeraceae is
polyphyletic, as already reported. This represents the first phylogenetic analysis of the entire
phylum (Glomeromycota) using other rDNA subunits than SSU rDNA. Our results support
most data from other works and point out that also with this molecular marker, an higher
number of species is needed to determine groups still unsolved in the phylum.

Key-words: Glomeromycota; LSU rDNA; phylogeny; arbuscular mycorrhiza; taxonomy.
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INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), com cerca de 157 espécies (Kirk et al.,
2001), formam a mais ampla associacdo simbiotica entre plantas e fungos encontrada na
natureza (micorriza) e estima-se que 95% dos taxons de plantas vasculares pertencam a
familias que caracteristicamente formam micorriza (Trappe, 1987).

Morton e Benny (1990) agruparam esses fungos, caracterizados pela formacao de
arbusculos e até entdo incluidos entre os Endogonales (Zygomycetes, Zygomycota), na ordem
Glomales, distribuindo-os em trés familias e seis géneros, definidos pelo modo de formagao
do esporo. Simon et al. (1993), em trabalho pioneiro utilizando seqiiéncias de rDNA como
ferramenta para classificagdo dos FMA, observaram diferentes tendéncias na classificagdo do
grupo em relacdo as analises morfologicas. Contudo até entdo todas as espécies incluidas em
Glomales eram, ao menos, possiveis formadoras de micorriza arbuscular. Porém, Schiiler et
al. (1994) sugeriram, a partir de semelhangas morfologicas com Glomus, que Geosiphon
pyriforme (Endogonales), embora sem formar micorriza arbuscular, mas constituindo
endosimbiose com Nostoc (cianobactéria), seria uma espécie relacionada com o grupo. Mais
tarde, Gehrig et al. (1996) encontraram evidéncias, através do sequenciamento de SSU rDNA
(“small subunit” rDNA), de que G. pyriforme seria uma espécie ancestral de Glomales. A
partir dai uma nova tendéncia, baseada na classificagdo do grupo através de seqiiéncias
nucleotidicas, seria iniciada. Utilizando seqiiéncias do SSU rDNA, Redecker et al. (2000a)
inseriram Sclerocystis coremioides em Glomus, determinando a exclusdo deste género
monoespecifico. Duas novas familias (Archacosporaceae e Paraglomaceae) foram propostas
por Morton e Redecker (2001) e Glomales foi elevado a categoria de filo (Glomeromycota),
com quatro ordens (Schiiler et al., 2001b).

Apesar dos avangos alcancados na interpretagdo filogenética em Glomeromycota,

muitas lacunas ainda existem, como ¢ o caso dos dois grupos dentro de Glomerales (Glomus
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grupo A e grupo B) que ainda ndo estdo completamente definidos, bem como a falta da
descricdo de Diversispora (SchiiBller et al., 2001b).

A atual classificagao de Glomeromycota ¢ baseada principalmente em seqiiéncias de
tDNA. E importante que outros genes ou outras subunidades de genes sejam considerados na
classificagdo do grupo, visto a necessidade de confirmagdo das atuais evidéncias nas
tendéncias evolutivas, bem como resolugdo dos problemas ainda existentes. Entretanto, ¢
preciso descobrir quais genes podem ser utilizados satisfatoriamente na filogénese, pois
regides como a ITS (internal transcribed spacers) t€ém sido consideradas inadequadas para
clarificar relagdes filogenéticas, ao menos dentro de Gigasporaceae (Lanfranco et al., 2001).
Seqiiéncias do LSU rDNA (“larger subunit” rDNA) ndo foram usadas até agora para a
avalia¢do do filo como um todo; assim, os objetivos deste trabalho foram avaliar o potencial
de resolucdo filogenética dessas seqii€éncias, bem como confirmar ou sugerir novos caminhos
para as atuais interpretagdes das tendéncias evolutivas no grupo.

MATERIAIS E METODOS

Fungos MA - Dez isolados, propagados em potes de cultura e pertencendo aos géneros
Gigaspora, Glomus e Scutellospora, foram usados para extragdo de DNA e sequenciamento
neste estudo (Tab 1).

Extragdo de DNA - O DNA dos esporos foi extraido como descrito em Lanfranco et al. (2001)
com algumas modificagdes. Dez a 50 esporos foram lavados em agua destilada, sonicados de
trés a quatro vezes, macerados em 50-100 pl do tampao de reagdo de PCR da REDTaq (10
mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCI, 1,1 mM MgCl; e 0,01% gelatina) (Sigma-Aldrich, Milan,
Italy), centrifugados a 1000 RPM por 2 min e o sobrenadante incubado a 95°C por 13 min.
Depois da extracdao, o DNA foi estocado a -20°C.

PCR e sequenciamento - Os primers usados, 28G1 (5’-CATGGAGGGTGAGAATCCCG-3’)

e 28G2 (5’-CCATTACGTCAACATCCTTAACG-3’), para regido parcial do LSU rDNA,
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foram desenhados a partir de seqiiéncias de FMA ja depositadas no GenBank. As reacdes de
PCR seguiram Lanfranco et al. (2001) com algumas modificacdes nos parametros de
ciclagem: 95°C 3 min (1 ciclo), 94°C 45s, 55°C 1 min, 72°C 1 min (40 ciclos), 72°C 7 min (1
ciclo). Os produtos amplificados foram purificados e seqiienciados diretamente.
Alinhamento das seqiiéncias e andalise filogenética - Trinta e quatro seqliéncias de FMA foram
usadas: dez obtidas no Laboratorio de Biologia Molecular, Departamento de Biologia
Vegetal, Universidade de Turim, e 24 retiradas do GenBank (Tab 1). As seqiiéncias foram
alinhadas com o programa Clustalx (Thompson et al., 1997) e editadas usando o programa
GeneDoc (Nicholas et al., 1997).

Para avaliacdo filogenética e construcdo de arvores, analises de maxima parcimonia
(MP) e neighbor joining (NJ), com 1000 e 10000 bootstraps respectivamente, foram usadas
com o auxilio do programa PAUP* (Swofford, 2002). Os indices de consisténcia (IC) e
retencdo (IR), para as analises de MP também foram calculados pelo programa. Como grupo
externo foram usadas seqiiéncias de Mortierella polycephala (AF113464), Boletus edulis
(AF336240.1) e Neurospora crassa (AF286411.1).
RESULTADOS
De forma geral as arvores obtidas tanto por MP quanto por NJ foram muito similares (Figs. 1
e 2). A analise filogenética, obtida com seqiiéncias parciais do LSU rDNA, indica
Glomeromycota como grupo monofilético, apresentando valores de bootstrap de 72% (MP) e
76% (NJ). As arvores apresentadas mostraram Archaeospora como grupo mais basal, seguido
por Paraglomus (anélise de MP).

As familias Acaulosporaceae e Gigasporaceae estdo unidas em um mesmo grupo com
valores de bootstrap de 70% e 53% para as analises de MP e NJ respectivamente. As espécies
de Acaulosporaceae e Gigasporaceae agruparam-se com valores de bootstrap acima de 99%

para cada familia. Nas analises de MP, S. heterogama ¢ S. calospora estdo isoladas, outras
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trés espécies de Scutellospora formaram um grupo a parte e as espécies de Gigaspora
reuniram-se num mesmo clado. Nas andlises de NJ foram observados dois grupos em
Gigasporaceae, um deles com todas as espécies de Gigaspora e outro reunindo as de
Scutellospora.

Em Glomus, foi possivel observar dois grupos, aqui denominados como Glomus 1
(G1) e Glomus 2 (G2). O G1 mostrou valores de bootstrap elevados (100%), sendo basal em
relacdo ao clado que compde G2, Gigasporaceae e Acaulosporaceae nas analises de MP. O
G2 foi suportado por 75% (NJ) e 92% (MP) dos valores de bootstrap. Este pode ser dividido
em dois subgrupos (G2A e G2B), ambos com valores de suporte de bootstrap de 100%, nas
analises de NJ e MP.

DISCUSSAO

As arvores aqui obtidas em geral sdo muito similares aquela gerada por Schwarzott et al.
(2001). Entretanto, Archeaospoceae emerge antes de Paraglomeraceae, contrariando o
observado por esses autores ¢ por Redecker et al. (2000b) (analises de MP) onde ndo havia
clara definicdo sobre qual dos grupos teria emergido primeiro (Archaeosporaceae ou
Paraglomeraceae). E necessaria cautela na determinagdo das relagdes entre esses grupos, pois
aqui apenas um representante de cada grupo foi avaliado.

Os resultados desse trabalho confirmam os dados de Schwarzott et al. (2001) sobre a
proximidade entre Acaulosporaceae e Gigasporaceae. Essa comum ancestralidade entre as
familias j& havia sido apontada anteriormente por Simon et al. (1993) e Redecker et al.
(2000b) em analises de NJ. Entretanto, com base em dados morfolégicos, Morton (1990)
indicou que Acaulosporaceae estaria mais proxima de Glomeraceae, fato confirmado por
Gianinazzi-Pearson et al. (1994) ao encontrarem (1 — 3) glucanos apenas na parede de

espécies dessas duas familias.
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Em Gigasporaceae, dados de ontogénese (Franke & Morton, 1994; Bentivenga &
Morton, 1995; Morton, 1995) e perfil de acidos graxos (Bentivenga ¢ Morton, 1996) tém
indicado que Gigaspora seria basal a Scutellospora, como previamente estabelecido com
dados morfolégicos (Morton, 1990). Contudo, arvores obtidas por Simon et al. (1993) e
Redecker et al. (2000b) a partir de dados moleculares, demonstraram que Scutellospora
emergiu antes de Gigaspora no processo evolutivo. Embora atualmente Gigaspora esteja
sendo considerado como género mais avangado na familia (Redecker, 2002), os resultados de
Lanfranco et al. (2001) e Schwarzott et al. (2001) parecem indicar que os dois gé€neros
evoluiram separadamente no grupo. Aqui uma tendéncia similar foi encontrada na analise de
MP com Scutellospora apresentando varios ramos distintos, como observado em Schwarzott
et al. (2001) e Schiiler et al. (2001a); contudo, a analise de NJ revelou apenas um ramo na
formacgao do género. Kramadibrata et al. (2000) reportaram que S. projecturata pertence a um
grupo mais proximo a Gigaspora e distinto daquele das espécies de Scutellospora
seqiienciadas até o momento. As espécies de Gigaspora t€m se apresentado em um unico
clado na maioria dos trabalhos de filogénese em Glomeromycota, porém os caminhos
evolutivos em Scutellospora ainda precisam ser desvendados.

No trabalho de Schwarzott et al. (2001) algumas espécies de Glomus (G. etunicatum,
G. spurcum ¢ G. versiforme) agrupam-se com Acaulosporaceae ¢ Gigasporaceae para formar
a ordem Diversisporales. De acordo com esses autores, dois isolados de G. etunicatum
agruparam-se em clados diferentes, deixando duvidas sobre a verdadeira posi¢cdo da espécie;
isso possivelmente ocorreu por dificuldades na identificagdo, ou contaminagdo do material.
Os presentes resultados indicam que G. etunicatum nao faz parte de Diversisporales, porém
forma um clado separado com G. claroideum com 100% de suporte (Figs. 1 e 2). Outro dado
importante agrupando G. claroideum e G. etunicatum ¢é a presenga do acido graxo C20:0 ISO,

observado apenas nessas duas espécies (Graham et al. 1995). Os dois isolados de G.
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coronatum usados nesse trabalho também se agruparam em posi¢des diferentes no clado G2B,

um deles mais proximo a G. mosseae € outro a G. constrictum. Nao € possivel afirmar com

seguranca a exata posicao dessa espécie, possivelmente houve um problema de identificagao
de um deles.
De acordo com Schwarzott et al. (2001), Glomeraceae estaria dividida em trés grupos,

sendo um deles subdividido em pelo menos mais dois (A ¢ B). Aqui foi observado que a
familia Glomeraceae apresentou dois grupos (Gl ¢ G2), sendo que G2 também mostra um
padrdo de subdivisdo similar ao descrito por Schwarzott et al. (2001). Além disso, as espécies
de cada grupo sdo as mesmas apresentadas por esses autores, o que reforca a teoria desses
pesquisadores quanto as relagdes filogenéticas de Glomeromycota. E necessario que outras
espécies de Glomeraceae tenham seus genes seqiienciados, tanto rDNA como outros genes
filogenético-informativos, para melhor estabelecer as relagdes entre as espécies dentro do
grupo.
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Tabela 1. Procedéncia dos isolados de Glomeromycota utilizados no sequenciamento de LSU

rDNA.

Espécimes* Cadigo Pais Fonte LSU rDNA
Acaulospora lacunosa Morton BEG 78 EUA BEG AJ510230.1
A. laevis Gerd. & Trappe BEG 13  Nova Zelandia BEG AJ510229.1
A. longula Spain & Schenck BEG 08 Reino Unido BEG AJ510228.1
Archaeospora gerdemannii 1 (Rose, Daniels & Trappe) NC169-3 EUA INVAM AJ510234.1
Morton & Redecker
A. gerdemannii 2 AU215-6 Tasmania INVAM AJ510233.1
Gigaspora albida Schenck & Smith BR 601 Brasil J. Morton
G. gigantea 1 (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe MN 414D EUA J. Morton
G. gigantea 2 NC 150 EUA J. Morton
G. margarita 1 Becker & Hall MAFF 52 Japao M. Saito
G. margarita 2 BEG 34  Nova Zelandia P. Bonfante
G. margarita 3 MAFF 54 Japao M. Saito
G. rosea 1 Nicol. & Schenck BEG 9 EUA BEG Y12075.1
G. rosea 2 UT 102 EUA J. Morton
Glomus caledonium 1 (Nicol. & Gerd.) Trappe & Gerd. SC 658 ND ND AF396799.1
G. caledonium 2 BEG 86 Dinamarca BEG AJ510239.1
G. claroideum 1 Schenck & Smith BEG 31 Finlandia BEG AJ271929.1
G. claroideum 2 BEG14 Dinamarca BEG AF235007.1
G. clarum 1 Nicol. & Schenck LPA64 ND ND AJ510243.1
G. clarum 2 UFPE 08 Brasil L.C. Maia
G. constrictum Trappe BEG 130 Espanha BEG AF145741.1
G. coronatum 1 Giovannetti BEG 28 Italia BEG AF145739.1
G. coronatum 2 BEG 49 Espanha BEG AF145740.1
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Tabela 1. Continuagao

Espécimes* Codigo Pais Fonte LSU rDNA
G. etunicatum Becker & Gerd. UFPE 06 Brasil L.C.Maia
G. fragilistratum Skou & Jakobsen BEG 05 Dinamarca BEG AF145747.1
G. geosporum (Nicol. & Gerd.) Walker BEG 11 Reino Unido BEG AJ510241.1
G. intraradices Schenck & Smith SI 141 NA NA AF396797.1
G. mosseae 1 (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe BEG 25 Reino Unido BEG AF145735.1
G. mosseae 2 BEG 85 Dinamarca BEG AF145736.1
Paraglomus occultum (Walker) Morton & Redecker CL700C-2 Colombia INVAM AJ271713.1
Scutellospora callospora (Nicol. & Gerd.) Walker & Sanders BEG 32 Reino Unido BEG AJ510231.1
S. castanea Walker BEG 01 Franca BEG Y12076.1
S. gregaria (Schenck & Nicol.) Walker & Sanders LPA48 ND ND AJ510232.1
8. heterogama (Nicol. & Gerd.) Walker & Sanders UFPE 19 Brasil L.C. Maia
S. pellucida (Nicol. & Schenck) Walker & Sanders Scutpell90 ND ND AF396784.1

*Espécimes em negrito foram seqiienciados neste trabalho (sem niimero de acesso por

ndo estarem ainda depositadas no GenBank). ND= ndo disponivel
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Figura 1. Arvore filogenética obtida a partir de analises de maxima parciménia de seqiiéncias
parciais do LSU rDNA. Os ntmeros nos ramos indicam valores de bootstrap de 1000
replicatas. As seqii€éncias correspondentes para esta arvore sdo de ~ 600bp. IC= 0,56; IR=

0,73.
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Figura 2. Arvore filogenética obtida a partir de analises de neighbor joining de seqiiéncias
parciais do LSU rDNA usando os parametros de Kimura (1980). Os niimeros nos ramos
indicam valores de bootstrap de 10000 replicatas. As seqiiéncias correspondentes para esta
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CAPITULO 4
Implicacoes filogenéticas da amplificacdo de genes mitocondriais

em espécies de Glomeromycota: uma primeira abordagem
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Resumo Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) foram colocados recentemente, a partir
de analises filogenéticas de seqiiéncias de SSU rDNA, em um novo filo (Glomeromycota).
Entretanto, muitas lacunas ainda existem acerca das relagdes desses fungos e outras
seqliéncias precisam ser analisadas para confirmacdao ou ndo dos resultados obtidos em
trabalhos prévios ou mesmo para indicagdo de novos caminhos nas relagdes do grupo. Foi
determinada, em 12 isolados de FMA, a utilidade de primers universais tradicionalmente
usados para amplificar genes mitocondriais em outros grupos de fungos, bem como
desenvolvidos novos primers capazes de amplificar genes mitocondriais em Glomeromycota,
relacionando filogeneticamente as espécies estudadas. A partir de seqiiéncias mitocondriais de
Gigaspora rosea obtidas no GeneBank, ou através de pesquisadores, primers foram
desenhados e testados. Os primers universais disponiveis para genes mitocondriais de fungos
amplificaram apenas o LSU rDNA das endobactérias presentes em espécies de
Gigasporaceae. As seqiiéncias obtidas a partir dos primers desenhados neste trabalho foram
usadas em analises filogenéticas de espécies de FMA. Uma das seqiiéncias pertence ao mt-
LSU rDNA (seqiiéncia 1), a outra ndo teve similaridade significativa com nenhuma das
seqiiéncias do GeneBank (seqiiéncia 2). A analise filogenética da seqiiéncia 1 nao reproduziu
as relagdes dentro do grupo. Entretanto, a seqliéncia 2, apesar de amplificar DNA apenas de
espécies de Gigasporaceae, produziu uma arvore que aparentemente suporta dados prévios
sobre a filogénese de Gigaspora.

Palavras-chave: Filogenia, mt-LSU rDNA, micorriza arbuscular, mitocondria, seqiliéncias

ribossomais
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Abstract The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) were recently placed in a new phylum
(Glomeromycota), based on phylogenetic analysis of SSU rDNA sequences. However, many
doubts still exist regarding the relations of these fungi, and other sequences need to be
analyzed in order to confirm or not results from previous works and also to indicate new
pathways in the relations of the group. Using 12 isolates of AMF the utility of universal
primers traditionally used to amplifing mitochondrial genes in other groups of fungi was
determined and new primers capable of amplify mitochondrial genes in Glomeromycota were
developed, phylogenetically showing the relation between the studied species. From
mitochondrial sequences of Gigaspora rosea obtained at the GeneBank, or through other
researchers, primers were designed and tested. The universal primers available for
mitochondrial genes of fungi amplified only the LSU rDNA of the endobacteria present in
spores of Gigasporaceae. The sequences obtained from primers designed in this work were
used for phylogenetic analysis of AMF species. One of the sequences belongs to the mt-LSU
rDNA (sequence 1), the other did not have significative similarity with any of the sequences
from the GeneBank (sequence 2). The phylogenetic analysis of sequence 1 did not reproduce
the relations into the group. However, sequence 2, although amplifying only DNA from
species of Gigasporaceae, produced a tree that apparently supports previous data regarding the
phylogenesis of Gigaspora.

Key-words; phylogenesis, mt-LSU rDNA, arbuscular mycorrhiza, mitochondria, ribossomal

sequences
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Introduciao
Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) formam associacdo mutualista com raizes de
plantas (micorriza). Tal associacdo, que contribuiu para a evolugdo e sobrevivéncia das
plantas terrestres e¢ dos fungos, existe ha 400 milhdes de anos (Smith e Read 1997) e
representa a mais ampla simbiose entre plantas e fungos encontrada na natureza (Souza e
Silva 1996).

A historia taxondmica dos FMA ¢ bem recente; a primeira revisdo de Endogonaceae
(Zygomycota), grupo onde se incluia os FMA, foi publicada antes de suas relagdes
simbidticas serem entendidas (Thaxter 1922). Gerdemann e Trappe (1974) estabeleceram
melhor as bases para a classificacdo dos FMA, porém continuaram agrupando esses fungos na
familia Endogonaceae. Ha alguns anos, os FMA foram considerados um grupo monofilético e
agrupados na ordem Glomales, sendo distribuidos em trés familias e seis géneros:
Gigasporaceae  (Gigaspora e  Scutellospora), Acaulosporaceaec (Acaulospora e
Entrophospora) e Glomaceae (Glomus e Sclerocystis) (Morton ¢ Benny 1990). A partir de
entdo, outros autores contestaram as relagdes filogenéticas (Simon et al. 1993) e o carater
monofilético dos FMA (Walker 1992). Simon et al. (1993) trabalharam com seqiiéncias de
SSU rDNA de 12 espécies de FMA pertencentes aos géneros Glomus, Gigaspora,
Scutellospora, Acaulospora e Entrophospora. Esses pesquisadores foram capazes de
desenvolver andlise filogenética do grupo com base em estimativas de relogio molecular e
sugeriram que Glomales seria monofilético, porém Acaulosporaceae estaria mais proxima de
Gigasporaceae do que de Glomaceae, contrariando as propostas de Morton (1990) quanto a
proximidade entre as familias. Também foi inferido por esses autores que Glomaceae poderia
ser subdividida, quando mais espécies fossem analisadas, pois muitas diferengas foram vistas
entre G. etunicatum, G. mosseae € G. intraradices. Outros estudos foram realizados e

mudangas significativas ocorreram na classificacdo de Glomales, com a adicdo de novas
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familias (Redecker et al. 2000a e b; Morton e Redecker 2001; Schwarzott et al. 2001).
Atualmente os FMA estao colocados em um filo (Glomeromycota) e novas ordens e familias
foram acrescentadas ao grupo (SchiiBller et al. 2001).

A utilizagdo de técnicas moleculares no estudo filogenético dos FMA se mostrou
bastante adequada; entretanto, apesar dos avangos alcancados até o momento, muitas lacunas
ainda existem, como € o caso dos dois grupos dentro de Glomerales (Glomus grupo A e grupo
B) que ainda ndo estdo completamente definidos (Schiiller et al. 2001).

Alguns trabalhos relatam as relagdes filogenéticas de Gigaspora a partir de
ferramentas moleculares (Bago et al. 1998; Lanfranco et al. 2001), com base, sobretudo, em
regides do rDNA. Atualmente novos conceitos estdo sendo considerados na reconstrugdo
filogenética e a necessidade de analise de outros genes parece ser um ponto de partida para
essa nova etapa (Moncalvo et al. 2000; Philippe et al. 2000). Os genes mitocondriais
apresentam uma alternativa na filogenia molecular e alguns trabalhos j& demonstram a
utilidade dos mesmos em fungos (Moncalvo et al. 2000; Yokoyama et al. 2001; Binder e
Hibbett 2002).

O objetivo deste trabalho foi determinar, em 12 isolados de FMA, a utilidade de
primers universais tradicionalmente usados para amplificar genes mitocondriais em outros
grupos de fungos, bem como desenvolver novos primers capazes de amplificar genes
mitocondriais em Glomeromycota, relacionando filogeneticamente as espécies estudadas, a
partir dos dados obtidos.

Materiais e métodos
Isolados de FMA
Foram utilizados 12 isolados, pertencentes aos géneros Gigaspora, Glomus e Scutellospora

(Tab. 1).
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Extracdao de DNA
O DNA dos esporos foi extraido utilizando a metodologia descrita por Lanfranco et al. (2001)
com as seguintes modificagdes: 10 a 50 esporos foram lavados (H,O destilada), sonicados 3 a
4 vezes, macerados em 50-100 pl de 1x REDTaq PCR Reaction Buffer (10 mM Tris-HCI pH
83, 50 mM KCI, 1,1 mM MgCl, e 0,01% gelatina) (Sigma-Aldrich, Milan, Italy),
centrifugados a 1000 RPM por 2 min. e o sobrenadante incubado a 95°C por 13 min. Apos
extragdo o DNA foi conservado a —20°C.
Desenho de primers, PCR e sequenciamento
Primers foram desenhados a partir de seqiiéncias depositadas no GeneBank, ou fornecidas por
colegas. A seqiiéncia 1 tem aproximadamente 400 bp; os primers que amplificam essa regiao
foram desenhados a partir de um fragmento depositado no GeneBank (number accession:
AJ419668), que representa uma parte do mt-LSU rDNA. A seqiéncia 2 tem
aproximadamente 250 bp, os primers para essa regido foram obtidos a partir de uma
seqiiéncia, fornecida por Philipp Franken, obtida de uma cDNA library de G. rosea.

Os primers MS1, MS2, ML1, ML2, ML3, ML4, ML5, ML6 ML7 e ML8 (White et al.
1990), desenvolvidos para a regido codificante de rDNA mitocondrial em fungos, foram
utilizados neste estudo. Os seguintes primers foram desenhados: 1MTG1 (5°-
GTACCATGAGGGAACAAAAAC-3’), 2MTG4 (5’-CCGAGTCTACATACTCACTG-3")
(seqiiéncia 1) e SMTGI1 (5’-CTGATTTAATCTTTGTTGCTG-3"), 3MTG2 (5’-CACCAGTA
ATTTTTGAGTATTG-3’) (seqiiéncia 2).

A PCR foi realizada segundo o protocolo de Lanfranco et al. (2001) com algumas
modifica¢des nos pardmetros de ciclagem: 95°C 3 min (1 ciclo), 94°C 45s, 55°C 1 min, 72°C
1 min (40 ciclos), 72°C 7 min (1 ciclo). Em alguns casos, onde ndo foi possivel visualizar as

bandas na primeira amplificagdo (apenas na seqiiéncia 1), o produto da PCR foi diluido 1:100
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e reamplificado. Apos acumulagdo do amplificado, este foi purificado e seqiienciado
diretamente.

Alinhamento das seqiiéncias e analise filogenética

As seqiiéncias obtidas foram alinhadas usando o programa Clustalx (Thompson et al. 1997) e
editadas com o auxilio do programa Genedoc (Nicholas et al. 1997).

Para analise filogenética e construcdo das arvores foi utilizada a andlise de maxima
parcimonia com valores de bootstrap de 1000 replicatas, conduzida com o programa PAUP*
(Swofford 2002).

Resultados

Teste de Primers

Em uma primeira etapa, os tradicionais primers universais, usados para amplificacio do
rDNA mitocondrial em fungos, foram testados. Todas as combinagdes possiveis foram
testadas e falharam na amplificagdo desses genes nos isolados aqui estudados. Um dado
inesperado foi obtido a partir da combinagdo dos primers ML1-ML4, os quais amplificaram
um fragmento de ~ 1100 bp apenas em espécies de Gigasporaceae (exceto G. rosea). Apos
sequenciamento do mesmo, foi observado que esta seqiiéncia representa uma regido da LSU
rDNA em bactérias, relacionadas aquelas que formam simbiose com Gigasporaceae
(Ralstonia e Burkolderia).

Todos os isolados foram observados em relagdo a presenga de BLOs (bacteria like
organisms) € apenas aqueles que apresentaram bactérias foram amplificados com os primers
acima citados.

Filogénese a partir de genes mitocondriais
Devido aos problemas encontrados durante as tentativas de amplificagdo de genes

mitocondriais em Glomeromycota, a partir dos primers usados tradicionalmente, foi
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necessario uma busca de possiveis seqiiéncias de genes mitocondriais nesses fungos no
GeneBank para o desenho de novos primers.

Primers foram desenhados a partir de uma seqiiéncia depositada sob o numero de
acesso AJ419668 (Seqiiéncia 1) e uma seqiiéncia fornecida pelo Dr. Phillipp Franken (Univ.
de Marburg, Alemanha) (Seqiiéncia 2).

A seqiiéncia 2 ndo teve similaridade significativa com nenhuma das seqiiéncias
depositadas até o momento. O indicio de que seja relativa a um gene mitocondrial € o elevado
percentual dos nucleotideos A e T (~ 73%) comumente observado no mtDNA.

A partir das seqliéncias obtidas, arvores filogenéticas foram produzidas (Figs. 1 ¢ 2).
Poucas espécies foram amplificadas com a seqiiéncia 1 e algumas vezes foi necessaria a
reamplificacdo do produto da PCR para a observacgdo de bandas no gel. Na arvore filogenética
dessa seqiiéncia G. albida (BR601) se apresentou fora do grupo das outras espécies de
Gigaspora suportado por 74% dos valores de bootstrap e G. margarita formou um clado
separado com G. rosea com suporte de 78% de bootstrap.

A seqiiéncia 2 amplificou somente as espécies de Gigasporaceae. Os primers também
foram testados em Glomus etunicatum e G. clarum, porém sem sucesso. Scuttelospora
heterogama foi usada como grupo externo e a arvore mostra dois grupos em Gigaspora; um
representa o clado de G. margarita e foi suportado por 99% de bootstrap, o outro apresentou
92% de suporte e foi dividido em dois subgrupos; em um estavam os dois isolados de G.
gigantea ¢ no outro se agruparam os representantes de G. albida e G. rosea ¢ o isolado G.
margarita BR444.

Esses resultados representam os primeiros genes mitocondriais amplificados em
Glomeromycota, bem como o primeiro relato de genes mitocondriais usados na filogénese

desse grupo.
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Discussao

A amplificagdo de genes bacterianos a partir de primers mitocondriais, usados
tradicionalmente, dificulta ainda mais o trabalho com genes mitocondriais em
Glomeromycota, ao menos para a familia Gigasporaceae, onde muitas espécies possuem
endobactérias (Bianccioto et al., 2000). Além disso, a maioria dos primers para mtDNA em
fungos foi desenhada a partir de seqiiéncias de Ascomycota e Basidiomycota (White et al.
1990). O fato é que Glomeromycota, apesar de estar mais proximamente relacionado aos
Basidiomycota e Ascomycota (Schiiller et al. 2001), representa um filo distinto ¢ genes
mitocondriais em fungos, como o mtrDNA por exemplo, sio menos conservados que o
nrDNA (Hillis et al. 1996). A pouca disponibilidade de seqiiéncias mitocondriais de
Glomeromycota no GeneBank tornou o trabalho mais complicado.

A andlise filogenética a partir da seqii€éncia 1 ndo reproduziu as relagdes dentro do
grupo. Binder e Hibbett (2002), trabalhando com a analise filogenética de
Homobasidiomycetes a partir de diferentes genes, observaram conflitos na arvore produzida
com os dados de LSU mtrDNA quando comparados com o SSU mtrDNA. Outras regides,
como a ITS, foram consideradas inadequadas para clarificar as relagdes filogenéticas, ao
menos dentro de Gigaspora (Lanfranco et al. 2001). Além disso, Clapp et al. (2001),
trabalhando com LSU rDNA, analisaram isolados de Glomus mosseae, G. coronatum e G.
constrictum e observaram variagdes nas seqliéncias dentro do mesmo isolado, determinando
que esta variagdo obscureceu a resolugdo desta subunidade do rDNA ao nivel de espécie.

Tendo em vista os dados aqui obtidos e os descritos em Binder e Hibbett (2002), ¢é
possivel que o LSU mtrDNA ndo seja um marcador filogenético adequado, ao menos em
fungos.

Com relagdo a seqiiéncia 2, os dados parecem confirmar aqueles observados por Bago

et al. (1998), onde foram sugeridos trés grupos subgenéricos em Gigaspora. Um representado
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por G. margarita ¢ G. decipiens, outro por G. albida e G. rosea, mostrando a proximidade
entre essas duas espécies, € um terceiro grupo com G. gigantea. Aqui foram encontrados dois
grupos dentro de Gigaspora: um formado por dois isolados de G. margarita e outro dividido
em dois subgrupos; um com G. gigantea ¢ outro com G. albida, G. rosea ¢ o isolado G.
margarita BR 444. Vale salientar que observagdes morfologicas e dados moleculares (Bago et
al. 1998) indicam que o isolado G. margarita BR 444 seja na verdade G. albida. Ainda de
acordo com Bago et al. (1998) esse isolado teria sido identificado posteriormente como G.
albida, entretanto, o material recebido estava identificado como G. margarita. Trabalho esté
em curso para definir a identidade desse e de outros isolados de Gigaspora e dados referentes
a esse estudo serdo oportunamente disponibilizados.

Os dados de filogénese aqui obtidos, juntamente com aqueles de Bago et al. (1998)
parecem contrariar os resultados de Schwarzott et al. (2001), pois a arvore filogenética obtida
por esses autores, a partir de seqiiéncias de SSU rDNA, mostra G. margarita no mesmo grupo
de G. albida ¢ G. gigantea. Vale salientar entretanto, que Lanfranco et al. (2001), trabalhando
com a caracterizagdo morfoldgica e molecular de espécies de Gigaspora, relataram erro na
identificagdo da G. margarita usada no trabalho de Schwarzott et al. (2001), sendo este
isolado reidentificado como G. rosea. A discriminagdo de espécies em Gigaspora, a partir de
dados morfologicos, pode ser dificil; além disso, apenas a partir de dados morfolégicos nao ¢
possivel relacionar filogeneticamente as espécies de Gigaspora, devido a pouca quantidade de
caracteres informativos e a presenga de um unico padrao ontogenético (Bentivenga & Morton,
1995).

As relagdes entre as espécies de Gigaspora parecem ser claramente mostradas a partir
da seqiiéncia 2. Apesar de curta, acredita-se que essa seqiiéncia possa ser usada para
complementar os dados obtidos a partir das seqiiéncias de SSU nrDNA, para melhor

entendimento da filogénese na familia Gigasporaceae.
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Dados suplementares serdo necessarios para confirmar os resultados aqui encontrados

e a utilizagdo de outros genes parece ser o caminho para uma nova visdo filogenética do

grupo.
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Tabela 1. Procedéncia dos isolados de Glomeromycota utilizados nas analises filogenéticas.

Espécie Codigo Origem Curador
Gigaspora albida Schenck & Smith FL 927 ND L.C. Maia
Gigaspora albida BR 601 Brasil J. Morton
Gigaspora gigantea (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe MN 414D EUA J. Morton
Gigaspora gigantea NC 150 EUA J. Morton
Gigaspora margarita Becker & Hall BR 444 Brasil J. Morton
Gigaspora margarita BEG 34 Nova Zelandia P. Bonfante
Gigaspora margarita MAFF 52 Japao M. Saito
Gigaspora rosea Nicol. & Schenck UT 102 EUA J. Morton
Gigaspora rosea BR 151A  Brasil J. Morton
Gigaspora rosea MAFF 62  Japao M. Saito
Glomus clarum Nicol. & Schenck UFPE 08  Brasil L.C. Maia
Scutellospora heterogama (Nicol. & Gerd.) Walker & UFPE 19  Brasil L.C. Maia

Sanders
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BR601 G. albida

UFPEO1 G. clarum

BR444 G. margarita

74

UT102 G. rosea

78

BEG34 G. margarita

Figura 1. Arvore filogenética obtida a partir de analises de parsimonia de seqiiéncias do 23s
rDNA mitocondrial. Os nimeros nos ramos indicam valores de bootstrap de 1000 replicatas. As
seqiiéncias correspondentes para esta arvore sdo de ~ 400bp.
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UFPEO3 S. heterogama

BEG34 G. margarita

99

MAFF52 G. margarita

MAFF62 G. rosea

FL927 G. albida

BR151A G. rosea

68

BR444 G. margarita

BR601 G. albida

92

UT102 G. rosea

MN414D G. gigantea

63

NC150 G. gigantea

Figura 2. Arvore filogenética obtida a partir de andlises de parsimonia de possiveis seqiiéncias
mitocondriais. Os nimeros nos ramos indicam valores de bootstrap de 1000 replicatas. As
seqiiéncias correspondentes para esta arvore sao de ~ 250bp.
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Resumo Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) possuem cerca de 157 espécies,
identificadas a partir de caracteristicas morfologicas do esporo. Devido as dificuldades para
diagnostico dos taxons destes fungos, pesquisadores tém sugerido métodos alternativos de
identificacdo, entre os quais se destaca a construcdo de primers espécie-especificos. Neste
trabalho a identidade de duas espécies de FMA, apresentando problemas na identificagao
morfoldgica, foi resolvida a partir do uso de primers espécie-especificos e analise filogenética
de seqliéncias de SSU e LSU rDNA. Dezenove taxons de Gigasporaceae foram analisados e
os dados também revelaram que Scutellospora seria possivelmente um género polifilético,
ocupando posi¢ao basal em relagdo a Gigaspora, como sugerido por outros autores.

Palavras-chave: Filogenia, seqiiéncias ribossomais, micorriza arbuscular, Glomeromycota,

primers.
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Abstract The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) include 157 species that have often been
identified by morphological characteristics of the spore. Due to the difficulties found for
diagnostic of taxa of these fungi, researchers have proposed, among the new alternatives for
identification, the construction of primers species-specific. In this work the identity of two
AMF species, with problems for morphological identification was solved using species-
specific primers and phylogenetic analysis SSU rDNA sequences. Nineteen taxa of
Gigasporaceae were analysed and the data also indicated that Scutellospora probably is a
poliphyletic group, with basal position in relation to Gigaspora, as suggested by other authors.
Key-words: phylogenesis, ribosomal sequences, arbuscular mycorrhiza, Glomeromycota,

primers.
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Introduciao

Atualmente existem descritas (Kirk et al., 2001) cerca de 157 espécies de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA). Esse nimero ¢ pequeno para um filo inteiro, considerando a estimativa
de que existem mais de 2500 taxons a serem descobertos (Morton et al. 1995). A identificagcdo
desses fungos, ao nivel especifico, ndo ¢ facil e a experiéncia do pesquisador ¢ um dos
requisitos para realiza-la corretamente (Bentivenga e Morton 1994). O esporo ¢ praticamente
a Unica estrutura que fornece as caracteristicas necessarias a identificagdo dos FMA, porém
este deve ser avaliado em bom estado para a correta vizualizagdo de suas caracteristicas
(Morton 1993).

Virios estudos tém sido realizados com o objetivo de identificar os FMA a partir de
métodos mais simples, que exijam menos experiéncia do taxonomista. Outra razdo para a
busca de métodos alternativos ¢ a necessidade de se identificar corretamente, ndo sé o fungo
que estd na rizosfera, mas o que esta colonizando o hospedeiro. Assim, Abbott (1982)
mostrou que a partir das estruturas vegetativas dos FMA nas raizes, era possivel identificar ao
menos os géneros desses fungos. Entretanto, esse método de identificacio ndo ¢
freqlientemente usado, pois, apesar de fornecer uma nog¢ao sobre o fungo que esta colonizando
a raiz da planta, exige metodologia menos pratica que a tradicional e ndo funciona para o
nivel especifico.

M¢étodos moleculares tém sido chave para abordagens ecoldgicas e pesquisadores tém
usado analises de DNA através de perfis eletroforéticos (Wyss e Bonfante 1993), comparacao
de seqiiéncias (Helgason et al. 1998; Daniell et al. 2001; Husband et al. 2002a; 2002b) e
construcdo de primers espécie-especificos (Lanfranco et al. 1995; 1999; 2001; Millner et al.

1998; 2001a; 2001b; Redecker 2000) para a identificagdo dos FMA.

As vantagens da utilizacdo de primers espécie-especificos sdo a identificagdo exata ao

nivel de espécie, principalmente aquelas apresentando conflitos morfologicos, e a
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possibilidade de trabalho com esporos ou raizes colonizadas, determinando quais fungos estao
participando ativamente da simbiose. Entretanto, o nimero de espécies para as quais esses
primers foram desenhados ainda ¢ muito baixo e ndo permite uma abordagem ecoldgica
completa da diversidade de FMA.

Os trabalhos de filogénese tém dado mais atencdo a Glomeraceae. Esta familia
apresenta o maior nimero de espécies de FMA e ¢ atualmente considerada polifilética
(SchiiBler et al. 2001). Entretanto, alguns problemas acerca da posi¢do dos géneros em
Gigasporaceae também vém sendo discutidos. Os dados de Morton (1990) indicaram que
Gigaspora ocuparia posi¢do basal em relacdo a Scutellospora. Esses resultados foram
suportados por observagdes ontogenéticas (Franke e Morton 1994; Bentivenga ¢ Morton
1995; Morton 1995) e perfil de acidos graxos (Bentivenga e Morton 1996). Por outro lado, de
acordo com dados moleculares, Scutellospora seria basal em relacdo a Gigaspora (Simon et
al. 1993; Redecker et al. 2000); entretanto, o uso de seqiiéncias de SSU rDNA, ndo permitiu
definir com clareza, qual dos gé€neros estaria na base filogenética (Schwarzott et al. 2001).

Problemas para identificagdo especifica sdo conhecidos em Gigaspora (Lanfranco et
al. 2001). A variagdo morfologica no género ¢ baixa, sendo os caracteres subcelulares e
padrao ontogenético de formagdo do esporo rigorosamente os mesmos para todas as espécies
do grupo (Bentivenga e Morton 1995). Assim, para identificar os representates do género sao
usados apenas espessura da parede, didmetro e cor do esporo. Primers espécie-especificos
foram desenhados para G. margarita (Lanfranco et al. 1999) e G. rosea (Lanfranco et al.
2001). Esses primers mostraram eficiéncia na separagdo de espécies apresentando conflitos
morfologicos. Assim, os objetivos desse trabalho foram os de verificar a identidade de dois
isolados diagnosticados de forma confusa como G. albida ¢ G. margarita, desenhar primer
espécie-especifico para G. albida, auxiliando o diagnéstico das espécies em estudo e avaliar

filogeneticamente Gigasporaceae, a partir de seqiiéncias de SSU e LSU rDNA.
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Materiais e métodos

Fungos MA

Treze isolados, propagados em culturas-armadilha e pertencendo aos géneros Gigaspora,
Glomus e Scutellospora foram usados para extragao de DNA e sequenciamento (Tab 1).
Extracdao de DNA

O DNA dos esporos foi extraido como descrito em Lanfranco et al. (2001), com algumas
modifica¢des que seguem: 10 a 50 esporos foram lavados em agua destilada, sonicados de trés
a quatro vezes, macerados em 50-100 pl do tampao de reagdo de PCR da REDTaq (10 mM
Tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCI, 1,1 mM MgCl, e 0,01% gelly) (Sigma-Aldrich, Milan, Italy),
centrifugados a 1000 RPM por 2 min e o sobrenadante incubado a 95°C por 13 min. Depois
da extragdo, o DNA foi estocado a -20°C.

Desenho de primers, PCR e seqiienciamento

Para resolver conflitos na identificacio morfologica de G. albida, um primer espécie-
especifico, ALB1 (5’-CCCAACTAAAAATACTTCAGTC-3), foi desenhado para esta
espécie a partir de seqiiéncias ITS depositadas no GenBank (AJ239118.1). Este primer foi
combinado com o GiITS1 (Lanfranco et al. 1999), amplificando um fragmento de 387pb. Para
a identificacdo de G. margarita e G. rosea foram usadas as combinacdes dos primers GilTS1-
GilTS2 (Lanfranco et al. 1999) e GiITS1-GiR3 (Lanfranco et al. 2001), respectivamente. Os
primers empregados para amplificar uma regido parcial do LSU rDNA, 28G1 (5’-
CATGGAGGGTGAGAATCCCG-3’) e 28G2 (5’-CCATTACG TCAACATCCTTAACG-3")
foram desenhados a partir de seqliéncias de FMA ja depositadas no GenBank. Para o SSU
rDNA foram usados os primers: NS1, NS2, NS3, NS4, NS5 e NS8 (White et al. 1990). As
reacdes de PCR foram realizadas segundo Lanfranco et al. (2001), com algumas modificagdes

ns parametros de ciclagem: 95°C 3 min (1 ciclo), 94°C 45s, 55°C 1 min, 72°C 1 min (40
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ciclos), 72°C 7 min (1 ciclo). Os produtos amplificados foram purificados e diretamente
seqlienciados.

Alinhamento das seqiiéncias e analise filogenética

Para o alinhamento do SSU e LSU rDNA foram usadas seqiiéncias de 30 e 17 isolados de
FMA respectivamente, algumas das quais obtidas no GenBank (Tab 1). As seqiiéncias foram
alinhadas com o programa Clustalx (Thompson et al. 1997) e editadas usando o programa
Genedoc (Nicholas et al. 1997).

Para avaliagao filogenética e construg¢ao de arvores de cada uma das matrizes geradas,
analises de maxima parcimonia (MP) e neighbor joining (NJ), com 1.000 e 10.000 bootstraps,
respectivamente, foram usadas com o auxilio do programa PAUP* (Swofford 2002). Os
indices de consisténcia (IC) e reten¢do (IR), para as analises de MP, ¢ a extensdo das arvores,
também foram calculados pelo programa. Glomus clarum e G. etunicatum foram usados como
grupo externo em todas as analises.

Resultados

Os isolados G. albida FL 927 e G. margarita BR 444 apresentaram caracteristicas
morfoldgicas similares a de outras espécies de Gigaspora, apresentando espessura de parede
[9,6-(12,2)-14,4um e 12-(13,9)-16,8um, respectivamente] e didmetro dos esporos [230-(282)-
360um e 250-(320)-384um, respectivamente] com medidas que se sobrepdem as das demais
espécies do género. Entretanto, os esporos eram hialinos/brancos a amarelos, nao
apresentando a tipica colorag¢do esverdeada (G. albida) ou rosada (G. rosea), observada nos
isolados de referéncia G. albida BR 601 e G. rosea UT 102. Gigaspora albida BR 601 e
todos os isolados de G. margarita apresentaram endobactérias; entretanto esses organismos
estavam ausentes em todos os isolados de G. rosea ¢ em G. albida FL 927. Devido a
dificuldades no processo de coloragdo, nao foi possivel determinar se endobactérias estavam

presentes em G. gigantea.
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Teste de primers espécie-especificos para tdxons de Gigaspora
Onze isolados de Gigaspora foram usados nos testes de primers espécie-especificos (Tab. 1).
Para controle, o DNA de todos foi avaliado em reagdes de PCR, com a combinagdo de
primers NSI1-NS2 tendo apresentado resultados positivos. Os primers GilTS1-GiITS2
amplificaram apenas as espécies de G. margarita, a excegao do isolado G. margarita BR 444,
que nao amplificou (Fig. 1A). A combinacao do primer espécie-especifico construido para G.
rosea (GiR3) com GilTS1 amplificou ndo apenas os isolados de G. rosea, mas G. albida FL
927 e também mostrou uma fraca reagdo ao DNA dos esporos de G. albida BR 601 ¢ G.
margarita BR 444 (Fig. 1B), enquanto o par de primers GilTS1-ALB1 amplificou apenas G.
albida BR 601 e G. margarita BR 444 (Fig. 1C).
Analise filogenética de Gigasporaceae a partir de SSU rDNA
As analises de MP de SSU rDNA indicaram suporte de 100% nas andlises de bootstrap para
Gigasporaceae (Fig. 2). Algumas espécies de Scutellospora apresentaram-se em ramos basais
na arvore, ndo formando clado unico, como foi observado para Gigaspora com 93% de
suporte. Neste ultimo género, os isolados de G. margarita e G. decipiens formaram um clado
com 60% de suporte, porém G. margarita BR 444 mostrou posi¢ao mais proéxima a G. rosea,
G. albida e G. gigantea, embora os isolados desses taxons ndo tenham formado grupos
especificos.

Nas analises de NJ, Gigasporaceae também teve suporte de 100% de bootstrap (Fig.
3). Scutellospora apresentou dois ramos: um composto por S. aurigloba, S. nodosa, S.
projecturata e S. calospora com suporte de 75% e outro mais proximo de Gigaspora, com as
espécies restantes apresentando baixo suporte (51%). Em Gigaspora as relagdes foram
confusas: os isolados de G. margarita ¢ G. decipiens nao formaram grupos e apenas 0s
representantes de G. gigantea agruparam-se.

Analise filogenética de Gigasporaceae a partir de LSU rDNA
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As analises de MP mostraram suporte de 100% para Gigasporaceae (Fig. 4). As espécies de
Scutellospora foram basais em relacdo a Gigaspora, porém este ultimo género teve baixos
valores de bootstrap (54%). Em Gigaspora dois grupos foram observados: os isolados de G.
margarita, a excecao de G. margarita BR 444, formaram um clado separado com 100% de
suporte e outro clado foi formado contendo as outras espécies, contudo com valores de
bootstrap baixos (50%).

Nas analises de NJ, Gigasporaceae apresentou suporte de 99% de bootstrap (Fig. 5).
Scutellospora mais uma vez nao formou um grupo monofilético e apresentou-se basalmente
em relagdo a Gigaspora. Dois ramos foram observados neste ultimo género, um com os
representantes de G. margarita, exceto G. margarita BR 444, ¢ outro ramo com as demais
espécies.

Discussao

O uso de primers espécie-especificos indicou erros na identificagdo dos isolados G. margarita
BR 444 ¢ G. albida FL 927. Os resultados mostraram que esses isolados devem ser
renomeados como G. albida e G. rosea, respectivamente. Em Gigaspora, as espécies sao
separadas apenas com base na espessura da parede, diametro e cor dos esporos. A
sobreposi¢do dessas caracteristicas ¢ a auséncia de caracteres que definam com seguranca os
taxons no género tém dificultado bastante a identificagdo. Os dados para G. margarita BR
444 também foram suportados pelas analises filogenéticas, onde esse isolado ndo formou
grupo com os outros individuos da mesma espécie em nenhuma das arvores. A partir de
seqiiéncias de SSU rDNA, Bago et al. (1998) observaram que esse isolado apresentou o
mesmo grupo de seqiiéncias registrado em espécies de G. albida e que G. margarita BR 444
teria sido identificado posteriormente como G. albida. Entretanto, recebemos o material como
G. margarita e verificamos que, na atual base de dados do INVAM, esse isolado continua a

ser diagnosticado como tal.
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Endobactérias sdo sempre observadas em espécies de Gigaspora, a excecdo dos
isolados de G. rosea observados at¢ o momento. Gigaspora albida FL 927 ndo apresentou
essas bactérias, o que pode ser mais um indicio de que esse isolado seria na verdade G. rosea.

Dezenove espécies de Gigasporaceae (mais da metade da familia) foram usadas nas
analises filogenéticas. Gigasporaceae se apresentou como grupo monofilético em todas as
arvores; porém, nao houve suporte para Scutellospora como um unico clado. Essa indicag¢ao
reforca observacgdes prévias de Kramadibrata et al. (2000), os quais consideraram que, no
futuro, quando mais seqiiéncias forem usadas nas andlises, os caminhos evolutivos em
Scutellospora poderdo ser desvendados. Como o género vem se apresentando como grupo
polifilético, duas modificacdes poderdo ser feitas; ou Scutellospora serda subdividido ou
Gigasporaceae sera uma familia monogenérica, incluindo-se novamente as espécies de
Scutellospora em Gigaspora. Embora essa ultima indica¢do parega remota, uma vez que a
separagdo morfoldgica dos dois géneros ¢ bem sdlida e apenas nas analises de MP de LSU
rDNA Gigaspora formou um clado com baixos valores de bootstrap (54%), ela deve ser
considerada.

Todas as arvores geradas demonstraram que algumas espécies de Scutellospora sio
basais em relacdo a Gigaspora. Isso indicaria uma evolucao seguida de perda de caracteres
dentro da familia, contrariando o observado em trabalhos anteriores (Morton 1990; 1995;
Franke ¢ Morton 1994; Bentivenga ¢ Morton 1995; 1996). Entretanto, outros trabalhos de
filogénese a partir de seqiiéncias de SSU rDNA ja apontavam essas evidéncias (Simon et al.
1993; Kramadibrata et al. 2000), embora algumas duvidas ainda existam sobre essas relagdes.
Em Lanfranco et al. (2001) foi observada clara definicdo entre os géneros, a partir de analises
de seqiiéncias parciais de SSU rDNA e ITS; possivelmente a baixa quantidade de espécies de

Scutellospora utilizadas nessas analises tenha obscurecido as relagdes entre os géneros.
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Apesar dos dados indicarem o agrupamento das espécies de Gigaspora e mostrarem
que Scutellospora seria basal a este género, alguns grupos ndo parecem consistentes. As
analises de NJ de SSU rDNA mostraram o agrupamento de S. projecturata, S. aurigloba, S.
calospora e S. nodosa suportadas por 75% de bootstrap, enquanto nas anélises de MP estas
espécies nao formam clado. As andlises de NJ e MP de LSU rDNA mostraram S. pellucida e
S. castanea em um mesmo clado, entretanto essas espécies encontram-se em posi¢des
completamente diferentes nas andlises de SSU rDNA. O baixo nimero de taxons de
Scutellospora utilizado para as andlises filogenéticas do fragmento de LSU rDNA pode ter
interferido no agrupamento das espécies.

De acordo com Bago et al. (1998), Gigaspora pode ser dividida em trés grupos
subgenéricos, um contendo G. margarita ¢ G. decipiens, outro composto por G. albida ¢ G.
rosea ¢ o ultimo formado apenas por G. gigantea. Entretanto os resultados aqui obtidos dao
suporte a dois grupos, um formado por G. margarita ¢ G. decipiens (apenas SSU rDNA) e
outro com o restante das espécies do género.

Os dados indicam que Scutellospora deve ser considerado definitivamente como
género basal em relacdo a Gigaspora. Entretanto, outros estudos sdo necessarios para verificar
o possivel polifiletismo desse grupo. Técnicas moleculares t€ém ajudado no diagnostico de
espécies em Gigaspora e devem ser incorporadas para resolver os conflitos na identificagao
dos taxons desse género.
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Tabela 1. Origem dos isolados de Glomeromycota utilizados nos testes de primers espécie-especificos e nas analises filogenégicas.

118

Espécimes* Codigo Pais Fonte 18s 28s
Gigaspora albida 1 Schenck & Smith # BR 601 Brasil J. Morton X X
G. albida 2 FL 927 ND J. Morton 714009.1 -
G. albida 3 # FL 927 ND L.C. Maia X X
G.decipiens Hall & Abbott BEG 45 Australia BEG U96146.1 -
G. gigantea 1 (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe # MN 414D EUA J. Morton X X
G. gigantea 2 # NC 150 EUA J. Morton X X
G. gigantea 3 WV 932 EUA INVAM 714010.1 -
G. margarita 1 Becker & Hall # MAFF 52 Japdo M. Saito X X
G. margarita 2 # MAFF 54 Japao M. Saito X X
G. margarita 3 # BEG 34 Nova Zelandia P. Bonfante - X
G. margarita 4 # BR 444 Brasil J.Morton X X
G. rosea 1 Nicol. & Schenck # UT 102 EUA J. Morton X X
G. rosea 2 # MAFF 62 Japdo M. Saito X -
G. rosea 3 # BR 151 A Brasil INVAM X -
G. rosea 4 DAOM 194757 ND ND X58726.1 -
G. rosea 5 BEG 9 EUA BEG - Y12075.1
G. clarum Nicol. & Schenck UFPE 08 Brasil L.C. Maia X X
G. etunicatum Becker & Gerd. UFPE 06 Brasil L.C.Maia X X
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Continuagao da tabela 1
Espécimes* Cadigo Pais Fonte 18s 28s
Scutellospora. aurigloba (Hall) Walker & Sanders WUM 53 Alemanha C. Walker AJ276093.2 -
S. callospora (Nicol. & Gerd.) Walker & Sanders BEG 32 Reino Unido BEG AJ306443.1 AJ510231.1
S. castanea Walker BEG 01 Franga BEG AF038590.1 Y12076.1
S. cerradensis Spain & Miranda MAFF 520056 Japao M. Saito AB041345.1 -
S. dipapilosa (Walker & Koske) Walker & Sanders WV 929 ND ND 714013.1 -
S. fulgida Koske & Walker W 2993 Argentina M.N. Cabello AJ306435.1 -
S. gilmorei (Trappe & Herd.) Walker & Sanders W 3085 EUA C. Walker AJ276094.2 -
S. gregaria (Schenck & Nicol.) Walker & Sanders LPAA48 ND ND - AJ510232.1
S. heterogama 1 (Nicol. & Gerd.) Walker & Sanders UFPE 19 Brasil L.C. Maia X X
S. heterogama 2 BEG 35 EUA BEG AJ306434.1 -
S. nodosa Blaszkowski W 3485 Inglaterra C. Walker AJ306437.1 -
S. pellucida 1 (Nicol. & Schenck) Walker & Sanders WV 873 ND INVAM 7Z14012.1 -
S. pellucida 2 Scutpell 90 ND ND - AF396784.1
S. projecturata Kramadibrata & Walker W 3254 Indonésia K. Kramadibrata AJ242729.1 -
S. spinosissima Walker, Cuenca & Sanchez W 3009 Venezuela G. Cuenca AJ306436.1 -
S. weresubiae Koske & Walker W 2988 Argentina M.N. Cabello AJ306444.1 -

*Espécimes em negrito foram seqiienciadas neste trabalho. # espécies usadas nos testes com primers espécie-especificos;

seqiiéncias ainda sem nimero no GenBank; ND nao disponivel
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M 0 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 M

Figura 1. Gel de eletroforese com os produtos de PCR dos seguintes isolados: Gigaspora
margarita (BEG 34, poco 1; Maff 54, poco 2; Maff 52, poco 3); G. rosea (BR 151A, pogo 4; UT
102, poco 5; Maff 62, poco 6); G. albida FL 927, poco 7; G. gigantea (MN 414D, pogo 8; NC
150, poco 9); G. albida BR 601, poco 10; G. margarita BR 444, poco 11. Diferentes combinagdes
de primers foram usadas: A) GilITS1-GiITS2; B) GilTS1-GiR3; C) GiITSI-ALBI1. M= pUC 18

digerido com Hae I1I. Pogo 0= controle sem DNA.
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Figura 2. Arvore filogenética de Gigasporaceae obtida a partir de analises de maxima parcimonia

de seqiiéncias de SSU rDNA. Os numeros nos ramos indicam valores de bootstrap de 1000

replicatas. As seqii€éncias correspondentes para esta arvore sao de ~ 1600bp. IC= 0,75; IR= 0,69;

Extensao da arvore = 454 passos.
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Figura 3. Arvore filogenética obtida a partir de analises de neighbor joining de seqiiéncias parciais
de SSU rDNA usando os parametros de Kimura (1980). Os niimeros nos ramos indicam valores
de bootstrap de 10000 replicatas. As seqiiéncias correspondentes para esta arvore sao de ~

1600bp.
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Figura 4. Arvore filogenética de Gigasporaceae obtida a partir de analises de maxima parcimOnia

de seqiiéncias parciais de LSU rDNA. Os niimeros nos ramos indicam valores de bootstrap de

1000 replicatas. As seqiiéncias correspondentes para esta arvore sdo de ~ 600bp. IC= 0,81; IR=

0,65; extensao da arvore = 341 passos.
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Figura 5. Arvore filogenética obtida a partir de analises de neighbor joining de seqiiéncias parciais

do LSU rDNA usando os pardmetros de Kimura (1980). Os nimeros nos ramos indicam valores

de bootstrap de 10000 replicatas. As seqiiéncias correspondentes para esta arvore sao de ~ 600bp.
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RESUMO - (Chaves de identificacdo e tabelas comparativas entre espécies de Gigasporaceae -
Glomeromycota). Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) formam associacdo mutualista com as
plantas, fornecendo nutrientes minerais e recebendo, em troca, carboidratos. Esses fungos possuem
cerca de 157 espécies e estdo agrupados na divisdo Glomeromycota. Gigasporaceae, uma das familias
de FMA, possui 37 espécies distribuidas em dois géneros (Gigaspora e Scutellospora). A
identificagao dos FMA nao ¢ facil e esta baseada principalmente nas caracteristicas morfologicas do
esporo, por isso sao necessarios meios que ajudem a distinguir melhor os taxons. Este trabalho teve
como objetivos gerar chaves dicotomicas e tabelas comparativas para espécies em Gigasporaceae.
Trabalhos com as descrigdes originais, bem como aquelas disponiveis no INVAM, foram consultados
para construgdo dessas chaves e tabelas. Nao foi gerada uma chave para Gigaspora devido a
impossibilidade de distinguir morfologicamente algumas espécies, mas uma tabela comparativa para
separacao dos tdxons especificos foi elaborada. Foi construida uma chave para Scutellospora sendo
que de 32 espécies, sete (S. alborosea, S. gilmorei, S. minuta, S. nigra, S. reticulata, S. savanicola e
S. tricalypta) nao foram incluidas por apresentarem descrigdes incompletas. Tabelas comparativas
associadas a chaves dicotdomicas ajudam na identificagdo de espécies em Gigasporaceae, ¢
redescrigdes de algumas espécies devem ser feitas, tendo em vista a auséncia de registros mais

substanciados que auxiliem na defini¢do de alguns tdxons.

Palavras-chave — FMA, micorriza arbuscular, chave dicotdmica, Gigaspora, Scutellospora.
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ABSTRACT - (Keys for identification and tables for comparison between species of
Gigasporaceae - Glomeromycota). The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) form a mutualistic
association with plants, providing mineral nutrients from the soil and receiving carbohydrates
produced by the hosts. These fungi, which include almost 157 species are classified in a new phylum,
Glomeromycota. Gigasporaceae, one of the AMF families, include 37 species in two genera
(Gigaspora and Scutellospora). 1dentification of these fungi is not easy and have often been based on
morphological characteristics of the spore; thus, new methods are needed to better distinguish the
taxa. The aim of this work was to generate dichotomic keys and comparative tables for species of
Gigasporaceae, and original descriptions, as well as those available at INVAM were used for that. A
key for Gigaspora is not presented because it is impossible to morphologically distinguish some
species, but a comparative table to help separation of taxa was organized. A key for Scutellospora
was generated, but seven (S. alborosea, S. gilmorei, S. minuta, S. nigra, S. reticulata, S. savanicola e
S. tricalypta), out of 32 species were not included because their descriptions are incomplete.
Comparison tables together with dichotomic trees help identification of Gigasporaceae species, but
redescriptions are needed considering the lack of more complete registers of characters for definition

of species in this family.

Key-words — AMF, arbuscular mycorrhiza, dichotomic key, Gigaspora, Scutellospora.
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Introducao

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) formam a mais ampla e antiga simbiose entre
plantas terrestres e fungos na natureza (Redecker er al. 2000). Esses organismos sdo capazes de
aumentar a capacidade de absorcdo de nutrientes pelas plantas (Cooper & Tinker 1978),
desempenhando importante papel no equilibrio dos ecossistemas terrestres, atuando na defini¢ao de
nichos ecologicos ocupados pelas plantas e na determinacdo da composicdo das comunidades
vegetais (Francis & Read 1995).

Os FMA estao incluidos em Glomeromycota (SchiiBller e al. 2001) e apresentam cerca de 157
espécies (Kirk e al. 2001). Para identificacdo desses fungos eram usados, principalmente, caracteres
como formagao de esporocarpos, presenca de peridio, espessura da parede, cor e didmetro do esporo,
diametro da hifa de sustentacdo, presenca de paredes internas no esporo, entre outros. Walker (1983)
estabeleceu novos conceitos, considerando principalmente os diferentes tipos de “parede” do esporo
na identificagdo. Além dos tipos de “parede” também sdo utilizadas algumas propriedades tais como
espessura, pigmentacdo, ornamentacdo e reagdes histoquimicas que podem ser observadas em
esporos quebrados (Bentivenga & Morton 1994). Muitos autores adotaram essa pratica, descrevendo
em detalhe a estrutura da parede de esporos de FMA, considerando-a composta por “paredes”, como
proposto por Walker (1983) ou como uma unidade com camadas e sub-camadas (Maia et al. 1993).

Um novo padrdo na descricdo de espécies, baseado na ontogénese do esporo foi proposto
(Franke & Morton 1994; Bentivenga & Morton 1995; Morton 1995; Stiirmer & Morton 1997; 1999),
levando em consideragdo dados com valores filogenéticos € ndo meramente fenéticos. Esses autores
usaram metodologia completamente diversa daquela de Walker (1983) para designar as camadas de
parede do esporo, que sdo divididas em dois principais grupos: parede estrutural e germinativa do
esporo. Apesar de parecer mais complexo, o método que utiliza dados ontogenéticos, sem duvida, ¢
mais coerente e logico.

Além da morfologia do esporo, estruturas vegetativas dos FMA podem ser usadas na
identificagdo, porém funcionam no maximo ao nivel genérico. Abbott (1982) descreveu em detalhe as
diferentes conformagdes das estruturas somaticas em FMA. Esse método de identificagdo ndo ¢é
freqlientemente usado pelos taxonomistas pois, apesar de fornecer uma nog¢ao sobre o fungo que esta
colonizando a raiz da planta, ¢ menos pratico que o tradicional.

Embora o estudo taxondmico dos FMA tenha avangado, a identificacdo desses fungos, em
nivel especifico, ndo ¢ facil, sendo necessaria bastante experiéncia do pesquisador para realiza-la

corretamente (Bentivenga & Morton 1994). Um grande problema encontrado ¢ que muitas espécies
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foram descritas antes da formulagdo dos conceitos taxonomicos atualmente utilizados ¢ a necessidade
de trabalhos de redescricao ¢ inerente (Walker 1992). O unico manual para identificacdo de espécies
desse grupo foi elaborado por Schenck & Pérez (1990), passados mais de 10 anos encontra-se
desatualizado, por ndo incorporar novas descricdes ¢ consideragdes taxonOmicas mais recentes.
Assim ¢ de interesse que, para facilitar a identificagdo, novas metodologias e atualizacdes das
descrigdes existentes sejam incorporadas ao estudo taxondmico do grupo.

Tendo em vista a caréncia de ferramentas que facilitem a identificagdo dos FMA, esse
trabalho teve como objetivos gerar chaves dicotomicas e tabelas comparativas para a identificagao de
espécies em Gigasporaceae. A familia, ¢ uma das sete de Glomeromycota, e seus membros sdo
caracterizados pela formacdo do esporo a partir de uma célula esporogénica, produgdo de células
auxiliares e auséncia de vesiculas intra-radiculares. O grupo possui 37 espécies pertencentes a dois
géneros: Gigaspora e Scutellospora. O primeiro, com apenas cinco espécies, distingue-se do segundo

(32 espécies) pela auséncia, nos esporos, de “paredes germinativas” e de placas germinativas.

Material e métodos

Para a descrigdo das espécies, construgdo das chaves e elaboragdo das tabelas comparativas
foram usadas as descrigdes originais, trabalhos de redescri¢do dos tdxons, bem como os dados
disponiveis no site do INVAM (http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/speciesID.htm). As
descrigoes do INVAM foram usadas sempre que possivel, para melhor padroniza¢do dos dados.
Todas as espécies de Gigasporaceae foram abordadas; entretanto, das 32 espécies de Scutellospora
atualmente descritas, apenas 25 foram usadas na elaboracdo da chave para o género, pois as demais
(S. alborosea, S. gilmorei, S. minuta, S. nigra, S. reticulata, S. savanicola e S. tricalypta) foram
descritas antes do trabalho de Walker (1983) e ndo ha redescri¢des disponiveis, o que dificulta a
comparacgao dos caracteres. Além disso, nao foi possivel construir uma chave de identificagdo para as
espécies de Gigaspora, pois as mesmas sdo estruturalmente idénticas (Bentivenga & Morton 1995),
sendo identificadas apenas por caracteristicas que geralmente se sobrepde entre as espécies (didmetro
e cor do esporo, didmetro da célula esporogénica e espessura da parede do esporo).

Foram considerados conceitos de ontogénese do esporo (Franke & Morton 1994; Bentivenga
& Morton 1995 e Morton 1995) para atribuicdo de caracteres da parede. De acordo com tais
conceitos, a parede do esporo estaria dividida em “parede estrutural” e “parede germinativa” (“spore

wall” e “germinal wall” sensu Morton). Na primeira, as camadas da parede sdo continuas com
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aquelas encontradas na célula esporogénica; na segunda, a “parede germinativa” ¢ formada
independentemente e esté ligada ao processo de germinagao.

Os caracteres considerados para elaboracdo das chaves e tabelas foram: diametro e cor do
esporo, espessura da parede do esporo, didmetro da célula esporogénica, presenca de ornamentagao
na “parede estrutural” do esporo, numero de “paredes germinativas”, reacao das “paredes estrutural e
germinativa” em Melzer, presenca de camada amorfa e/ou “beaded” na “parede germinativa” e tipo
de placa germinativa.

Para a descricdo das espécies, foram usados os conceitos de ontogénese do esporo adotados

para Gigasporaceae (Franke & Morton 1994; Bentivenga & Morton 1995 e Morton 1995).

Resultados e discussao

Apesar de Gigaspora ter apenas cinco espécies, sdao relatados problemas de identificacao
(Lanfranco et al. 2001). Isso ocorre porque existe pouca variagdo morfoldgica para a separacao
segura dos representantes do género, sendo os caracteres subcelulares e padrao ontogenético de
formagao do esporo rigorosamente os mesmos para todos os taxons do grupo (Bentivenga & Morton
1995). As espécies de Gigaspora foram separadas apenas com base na cor, didmetro do esporo e da
célula esporogénica (Tab. 1). Essas caracteristicas variam de acordo com o estaddio de
desenvolvimento do esporo e a sobreposi¢ao das mesmas ¢ praticamente inevitavel. No didmetro do
esporo existe uma sobreposi¢do de 20 um entre as espécies, assim, no minimo 20 esporos devem ser
observados, sendo considerada a média obtida para esse carater.

Em Scutellospora pode ser observada maior variagao dos caracteres subcelulares e as espécies
foram separadas com maior seguranga (Tab. 2). Apesar disso, alguns taxons sdo muito similares e as
diferencgas entre eles sdo quase imperceptiveis. Scutellospora calospora é muito semelhante a S.
dipurpurascens, a unica diferenca entre essas espécies reside na primeira “parede germinativa’: S.
calospora apresenta duas camadas, enquanto S. dipurpurascens apresenta apenas uma. Essa
caracteristica, entretanto, ¢ muito dificil de ser observada e requer muita experiéncia pratica por parte
do pesquisador.

Duas chaves foram geradas para Scutellospora; na primeira, o principal critério usado para a
separagao das espécies foi presenga ou ndo de ornamentagdo e na segunda, foi o numero de “paredes
germinativas”. A maioria dos taxons desse género apresenta uma ou duas dessas “paredes”.
Normalmente cada “parede” € composta por duas camadas; assim, dependendo do nimero de

camadas, ¢ possivel determinar quantas “paredes germinativas” existem. A posi¢do da placa
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germinativa também pode ser usada na determinacdo do niimero de “paredes germinativas”. Essa
estrutura sempre se localiza sobre a “parede” mais interna; portanto, havendo mais de uma camada
flexivel acima da placa germinativa ¢ praticamente certo que existem duas ou mais “paredes”. A
utilizagdo do reagente de Melzer também ajuda na interpretagdo e na individualizagdo das camadas,
pois algumas coram diversamente (com maior ou menor intensidade) ou ndo apresentam reagao.

Uma camada flexivel na “parede estrutural” do esporo tem sido detectada em algumas
espécies (Spain & Miranda 1996), embora seja freqiientemente confundida com aquelas encontradas
na “parede germinativa”; observacdes mais acuradas mostraram que tem continuidade com a parede
da célula esporogénica. Essa camada ¢ mais facilmente observada em S. cerradensis e embora ocorra
em outras espécies (S. heterogama, S. pellucida e S. rubra), nestas ¢ de dificil detecg¢@o; na chave esta
sendo usada como um dos critérios para separacgao entre S. cerradensis ¢ S. nodosa.

Diferentes tipos de ornamentagdo também podem ser empregados na distingao entre espécies,
embora nao tenham sido avaliados como carater primordial na elaboragdo das chaves. Scutellospora
spinosissima pode ser distinguida facilmente dos outros tdxons pela densa ornamentacdo espinhosa
(Walker et al. 1998), bem como S. projecturata, que forma parede com longas projecdes (2-4um) no
esporo (Kramadibrata et al. 2000). Outras espécies como S. biornata, S. cerradensis, S. coralloidea,
S. crenulata, S. dipapilosa, S. gregaria, S. heterogama, S. nodosa, S. persica e S. verrucosa
apresentam ornamentagdes mais discretas, com a superficie do esporo apresentando pequenas
projecdes, que diferem em densidade, comprimento e espessura. Koske & Walker (1985) fizeram
descrigdes detalhadas de seis espécies com superficie rugosa, espinulosa ou verrucosa, elaborando
uma chave para distinguir os tdxons a partir dos tipos de ornamentacao.

A cor foi um critério pouco explorado na elaboragcdo das chaves de Scutellospora. Embora
seja bastante util na separagdo de algumas espécies, esse carater ¢ extremamente variavel,
dependendo do estadio de desenvolvimento do esporo ou de condi¢cdes ambientais.

Nao foi o objetivo elaborar descrigdes detalhadas das espécies, ou fornecer conhecimentos
basicos sobre caracteres usados na identificagdo em Gigasporaceae. Entretanto recomenda-se a
utilizagdo de descrigdes originais para facilitar a correta identificagdo, bem como o estudo dos
conceitos basicos para identificagio morfologica desses fungos. Atualmente estdo disponiveis
descricoes detalhadas e bem ilustradas de 19 espécies de Gigasporaceae no site do INVAM
(http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/speciesID.htm). Descricdes de outras espécies podem ser
consultadas nos trabalhos originais ou no manual para identificacio de FMA (Schenck & Pérez
1990). Os tradicionais conceitos e caracteres usados na identificacio de FMA sdo extensamente

descritos por Morton (1988). Descrigdes detalhadas sobre a ontogénese e conceitos de
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desenvolvimento em esporos de Gigasporaceae também estdo disponiveis (Franke & Morton 1994;
Bentivenga & Morton 1995; Morton 1995).

O uso de chaves e tabelas comparativas tem como objetivo facilitar o trabalho do pesquisador
na identificacdo de espécies de determinado taxon; entretanto, deve-se salientar que para correta

utilizagdo das mesmas, conhecimentos basicos sobre a taxonomia do grupo sao essenciais.

Chave para espécies de Scutellospora

(“paredes germinativas” como principal critério de separacgio)

1. Uma “parede ZermMINAtIVA™ ........ceocueeierierieeieeieeieeie e etesteeteeeteesteeateeabeentesnsesaseenseenseensesseenseenses 2
2. SUPErficie dO ESPOTO LISA ...c..iiiiiiiiiieiieitet ettt sttt sttt eane e 3
3. Esporos hialinos a creme escuro; célula esporogénica 20-27um diam. ..................... S. fulgida
3. Esporos amarelados a amarelo-marrons; célula esporogénica 35-51pum diam.............cc.c........ 4
4. “Parede germinativa” positiva em Melzer € com camada amorfa ..................... S. arenicola

4. “Parede germinativa” negativa em Melzer e sem camada amorfa...................... S. castanea

2. Superficie do eSpOro OrNAMENTAAA..........eeevviieiiiieiiiciie ettt eee e e eaee et eeeaaeesaeesaeessseesaseenns 5
5. “Parede germinativa” positiva em Melzer, com camada “beaded” ..........ccccoevvervieniiienneens 6

6. “Parede germinativa” sem camada amorfa ...........ccceevueevieeieinieenennecieeeene, S. biornata

6. “Parede germinativa” com camada amorfa...........ccecceeevieiiieeniecnie e, S. crenulata

5. “Parede germinativa” negativa em Melzer, sem camada “beaded” ...........cccceeviiiriiiennnnns 7

7. Esporo < 200um diam.; “parede estrutural” do esporo com 3 camadas; superficie dos
esporos com curtas “verrugas” e longas projecdes retas 4-10um de alt. .. S. dipapillosa

7. Esporo > 200um didm.; “parede estrutural” do esporo com 2 camadas; superficie dos

esporos com “‘verrugas” sem 10ngas projecoes Tetas.......covueruerverieriereeriesieeieseeneens 8
8. “Parede estrutural” negativa em MelZer ..........ccoccevvveviienieniienienieene S. coralloidea
8. “Parede estrutural” positiva €m MeIZeT ..........cccueeviieciieriieciieee e 9

9. Célula esporogénica 35-46um diam.; superficie dos esporos com projegdes
verrucosas de até 0,5um espess. por 0,2-0,5um alt........ccoevvveveeerreennnn. S. persica
9. Célula esporogénica > 50um diam.; superficie dos esporos com projegoes

verrucosas com mais de 0,5um espess. € 0,5um alt........ccovvvieiieiiiniiieiiinieenenn, 10
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10. Esporos 380-520um didm.; avermelhados a vermelho-marrons; superficie dos
esporos com projegdes verrucosas com 11-26um espess. por 3-7um alt.............
.............................................................................................................. S. gregaria

10. Esporos 220-360um diam.; cor de palha palido a laranja-marrom; superficie dos

esporos com projegdes verrucosas com 0,5-1,0um espess. por 0,5-1,2um alt....

............................................................................................................ S. verrucosa

1. Duas ou mais “paredes erminatiVas™ ..........cccceerveerueeriueeriueeneeesieesreesseesseesseeeseeenseeensseesseeenses 11
11. Duas “paredes SermMINAtiVAS™ ........c.cevvuierueerieerieeeiieeeieeeeeeesteeessteeseeessseesseesnseesnseeenseeesseeessens 12
12. Superficie dO €SPOTO 11S@.......eeiiiieeiieie ettt e te et e be e b e enbeenees 13

13. “Parede germinativa” sem camada amorfa...........ccceeveeeiiniieieniieniesie e 14

14. 1* “parede germinativa” com uma camada ............cecceeveereereeneennenns S. auriglobosa

14. 1* “parede germinativa” com duas camadas ..........ccccceeevreeeiieeerieeeieieeie e e 15

15. Esporo laranja-marrom a vermelho escuro; célula esporogénica 18-35um diam.;
parede do eSPOTO 7-12[UM ESPESS. ..eeerurrerurrerrreriieeeieesieesieeneeeseeeneeenns S. rubra

15. Esporo rosa palido a rosa; célula esporogénica 32-50um diam.; parede do

€SPOTO 8-2OLUIM ESPESS...veer verereeririerreenieesiteeenieeeneeesieeenseeesseenanes S. weresubiae

13. “Parede germinativa” com camada amorfa.............ceceevierienienienieneeeeeee 16
16. “Parede estrutural” negativa €m MelZer ............ccoeveviiriiiiiniiiiieceee e 17

17. Célula esporogénica 50-65um didm.; ........cccceeveevieeiieeneenieenieennen. S. hawaiiensis

17. Célula esporogénica 21-30/m diQm.; ........ceoveriiriiriinienieeieeieee e 18

18. 1*. “parede germinativa” com duas camadas .................ccc........ S. calospora

18. 1*. “parede germinativa” com uma camada .................... S. dipurpurascens

16. “Parede estrutural” positiva €m MEIZET .........c.ccceeiiriiieiinieeiiee e 19

19. C1 da “parede estrutural” do esporo com 0,7-1,2um espess.; esporos geralmente
2lobosos @ SUDZIODOSOS ...c.eevvvireiiiieiieieceee e S. armeniaca

19. C1 da “parede estrutural” do esporo com 1,8-5,0um espess.; esporos geralmente

oblongos a elipisdides (reniformes) .........coccoeceeveervieriieniienieneennen. S. pellucida
12. Superficie do eSporo ornamentada............coceevueeruieriieieeriieieeeee e 20
20. “Parede estrutural” negativa €m MEIZer ..........cceeviieiiiiiiiiiieee e 21

21. Placa germinativa em espiral; superficie dos esporos com grandes protuberancias
esparsamente distribuidas .........coceevveeviieiieiieiieee e S. projecturata
21. Placa germinativa ndo espiralada; superficie dos esporos coberta com pequenas

projecoes espinhosas densamente distribuidas ...........cccceeeveeeernenen. S. spinosissima
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20. “Parede estrutural” positiva €m MeIZer ..........cccccvevviiriiniiiiieiececeee e 22
22. “Parede germinativa” sem camada amorfa; esporo vermelho-marron de claro a
escuro; célula esporogénica 24-28um didm. .........cceceevvevvenveniennnnne S. heterogama
22. “Parede germinativa” com camada amorfa; esporo hialino a branco ou amarelo-
marrom; célula esporogénica 25-50um didm...........cccceeviieriiieniiieniiieeieeeeee e 23
23. Esporo 220-380um diam.; presenga de camada flexivel na “parede estrutural”
........................................................................................................ S. cerradensis
23. Esporo 160-270 x 160-340um (compr. por larg., respectivamente); auséncia de
camada flexivel na “parede estrutural” ............ccocvevierienienienis e, S. nodosa
11. Trés “paredes ermMINAtiVAS™ ........ccccueerieriueeiieeieerteeieeteeteesaeeseeaeenseeseesseeseesseenseesseeseensennees 24
24. Esporo vermelho-marron de claro a escuro; 160-320pm didm.; célula esporogénica 38-
50pm diam.; parede do esporo 8,4-18um espess.; auséncia de camada amorfa nas “paredes
ETTNINALIVAS™ ...iiiiiieiiieesiiee et e eiee et e esete e aeesereesteeenseeenseeesneensseensseesnseesnseennnes S. erythropa
24. Esporo de hialino a branco ou amarelo-marron; 340-640um diam.; célula esporogénica
47-90um diam.; parede do esporo 19,5-56um diam.; presenca de camada amorfa nas

“paredes ZErMINATIVAS™ .....c.ccvvieriierieerieeieeiteesieeteeteeteeteeteebeeseeseeseensesnseenseens S. scutata

Chave para espécies de Scutellospora

(Ornamentac¢ao como principal critério de separacgio)

1. SUPErficie dO ©SPOTO LISA ..o.uveeeiiieieeiieeiie ettt ettt e s sae s e e st e eaaeseaessaesaaeessensaesseenseeees 2
2. Parede germinativa sem camada amOTTa .........c.cecieriierierieiieieceeere e 3
3. Esporo com uma “parede germinatiVa’...........ccceerueerieeruienieenuienieeieenieenieesieeseesseeseenseeseenseenne 4

4. Parede do esporo 14-42um espess.; esporos amarelados a amarelo-marrons com tons de
ocre; célula esporogénica 38-51pum didm.........cccceevievierienienieieeeeeee S. castanea

4. Parede do esporo 6,5-9,5um espess.; esporos hialinos a brancos; célula esporogénica 20-

27N AIAIML .ttt ettt ettt ettt et sh e e s naee S. fulgida

3. Esporo com duas “paredes Germinativas™ ..........ccceeceeerueeerieerieeneeeseeenreesseesseesseesseesnsneenns 5
5. 1* “parede germinativa” com apenas uma camada..........c.eccueerveerveerveennnenns S. auriglobosa

5. 1* “parede germinativa” com duas Camadas...........cceevveerueerieenieenieeniieneenieesieeseeseeesseesieeneeens 6

6. Esporo laranja-marrom a vermelho escuro; célula esporogénica 18-35um diam.; parede

dO €SPOTO 7-12 UM ESPESS...eeuvreuieruieeiieeiieeiieeteeieeteeteereesteeteenseenseeseensesseenseens S. rubra
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6. Esporo rosa palido a rosa; célula esporogénica 32-50um diam.; parede do esporo 8-

2OLUINL @SPESS - veenvreenreerureesteesteeeteessteeseeesseeessseessseesnseesnseesnseesseeaseesnseeens S. weresubiae

2. “Parede germinativa” com camada amMOTTaA ..........cecuiiriieriirienienieie et 7
7. “Parede estrutural” negativa €m MEIZET...........cocuiiiiiiiiiiiiieiieieceee e 8

8. Esporos com duas “paredes germinativas™ ...........ccceeevueeririeesiiesnieeenieesreesneeseeesseesseesnnens 9

9. Célula esporogénica 50-651um didm.;........ccceeriirieniinienienienieneeseeene S. hawaiiensis

9. Célula esporogénica 21-30Um dIAM.;......ceevieeriieiieeiie e eeee e 10

10. 1. “parede germinativa” com duas camadas ..............ccceeevereereeenennnnn. S. calospora

10. 1. “parede germinativa” com uma camada ................cocvevevnene. S. dipurpurascens

8. Esporos com trés “paredes Serminativas™ .........cccccceeveerieerieenieerieenieenseesseesseesseesseensessseenns 11

11. Esporo vermelho-marrom de claro a escuro; 160-320pum diam.; célula esporogénica
38-50um diam.; parede do esporo 8,4-18um espess.; auséncia de camada amorfa nas
“paredes ZErmINAtiVAS”........cc.vierueeereeenreereeeneeeseeesteeeaeesreesaeeeseeeseeenees S. erythropa

11. Esporo de hialino a branco ou amarelo-marrom; 340-640um diam.; célula

esporogénica 47-90 pm didm.; parede do esporo 19,5-56pum espess.; presenga de

camada amorfa nas “paredes erminativas” ...........cecceeveerieneenieeneeneenneens S. scutata

7. “Parede estrutural” positiva €M MEIZET..........cceeeviiiiiiiiiieiee e 12
12. Esporos com apenas uma “parede germinativa” ..........cccccoeveeveeriveneeneennenne S. arenicola
12. Esporos com duas paredes germiNatiVas ...........ccuveeeureerieereeeseeeneeesseesreesseesseessseesseens 13

13. C1 da “parede estrutural” do esporo com 0,7-1,2pm de espess.; esporos geralmente
globosos a SUDZIODOSOS .....ccueveeiiiiieciiecee e S. armeniaca

13. C1 da “parede estrutural” do esporo com 1,8-5,0um de espess.; esporos geralmente

0bloNgoSs & ElIPISOIALS ...ovveeeiieiieeiiieie e S. pellucida

1. Superficie do €SPOT0 OTNAMENTAA .......eevieeieiieiieiieie ettt ettt et ae et e ebeebeebeesaeenseensensnens 14
14. “Parede germinativa” sem camada amorfa...........cccoeceeviiriieriiieiie i 15
15. “Parede germinativa” com camada “beaded” ..........ccceveerieriinieniinieceeeee S. biornata

15. “Parede germinativa” sem camada “beaded” ..........ccooviiriieiiiieniiieieeeeee e 16

16. Esporo < 200um diam.;“parede estrutural” do esporo com 3 camadas. ....................... 17

17. Uma “parede germinativa”; “parede germinativa” negativa em Melzer; célula
esporogénica 27- 40 um didm. ......ccceeviieriiieriiienee e S. dipapillosa
17. Duas “paredes germinativas”; “parede germinativa” positiva em Melzer; célula
esporogénica 24-28Um didm. ........ccceevveeiieiieeieeie e S. heterogama

16. Esporo > 200 um diam.; “parede estrutural” do esporo com 2 camadas. ..................... 18
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18. “Parede estrutural” negativa em MelZer ..........ccceveevvierieeiieniieieeiens S. coralloidea
18. “Parede estrutural” positiva €m MeIZer...........cccevvevienienieieieeeseee e 19
19. Célula esporogénica 35-46pum didm.; superficie dos esporos com projegdes
verrucosas com até 0,5um espess. por 0,2-0,5um alt..........c...cee...... S. persica

19. Célula esporogénica > 50um diam.; superficie dos esporos com projecodes
verrucosas com mais de 0,5um espess. € 0,5um alt.......ccccovvevvvenveeniienneenns 20

20. Esporos 380-520um diam.; avermelhados a vermelho-marrons; superficie dos
esporos com projecdes verrucosas com 11-26pum espess. por 3-7um alt...............
............................................................................................................. S. gregaria

20. Esporos 220-360um diam.; cor de palha palido a laranja-marrom; superficie dos
esporos com projecdes verrucosas com 0,5-1,0um espess. por 0,5-1,2um alt

........................................................................................................... S. verrucosa

14. “Parede germinativa” com camada amOTfa ...........cccieeriiiiiieiiierie e 21
21. Uma “parede germinativa”; “parede germinativa” com camada “beaded”........ S. crenulata
21. Duas “paredes germinativas”; “parede germinativa” sem camada “beaded” .................... 22

22. “Parede estrutural” negativa €m MEIZET .........ccecveeviieiiieiieieeiiecie e 23

23. Placa germinativa em espiral; superficie dos esporos com grandes protuberancias

esparsamente distribuidas ..........cceeceieiiieiiieiieeee e, S. projecturata
23. Placa germinativa ndo espiralada; superficie dos esporos coberta com pequenas

projecoes espinhosas densamente distribuidas ...........ccccevveeeiennenen. S. spinosissima
22. “Parede estrutural” positiva €m Melzer...........coevvuieeiiiiiiieieeieeeeeee e 24
24. Esporo 220-380um diam.; presenca de camada flexivel na “parede estrutural”.......
............................................................................................................ S. cerradensis
24. Esporo 160-270 x 160-340um (compr. por larg., respectivamente); auséncia de

camada flexivel na “parede estrutural”..............ccooeevviieiiieiiieiieecie e, S. nodosa

Descricao das espécies de Gigaspora (fonte: Morton 2003, http://invam.caf.wvu.edu/fungi/taxonomy/

speciesID.htm)

Gigaspora albida Schenck & Smith Mycologia 74: 77-92 1982.
Esporos globosos a subglobosos com 200-280um diam., freqiientemente de cor creme com
tons de verde palido, apresentando célula esporogénica com 32-45um diam. “Parede estrutural” do

esporo com trés camadas (C1, C2 e C3); a primeira lisa, com 2,0-3,2um espess.; a segunda semi-
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plastica, consistindo de subcamadas com 14-26pum espess., que coram de vermelho-marrom escuro a
vermelho-pUrpura escuro em Melzer; a terceira (C3) ¢ uma camada germinativa e estd intimamente

aderida a C2, sendo vista apenas ao nivel ultraestrutural.

Gigaspora decipiens Hall & Abbott Trans. Br. Mycol. Soc. 83: 203-208. 1984.

Esporos globosos a subglobosos com 280-440um diam., freqiientemente de cor branca a
creme tornando-se amarelo-marrom com a idade. Célula esporogénica com 51-63um diam. “Parede
estrutural” do esporo com trés camadas (Cl, C2 e C3). A primeira (C1) ¢ lisa e tem 2,5-3,2um
espess.; C2 ¢ semi-plastica, consistindo de subcamadas, com 15-60um de espess., que se tornam
vermelho-purpura escuro (quase preto) em Melzer; C3 ¢ uma camada germinativa, estd intimamente

aderida a C2 e ¢ vista apenas em analise ultraestrutural.

Gigaspora gigantea (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe Mycol. Mem. 5: 76p. 1974.
Basionimo: Endogone gigantea Nicol. & Gerd. Mycologia 60: 313-325. 1968.

Esporos globosos a subglobosos, raramente irregulares com 240-400pm diam., de cor amarela
brilhante esverdeada; célula esporogénica com 38-54pum diam. “Parede estrutural” do esporo com trés
camadas (C1, C2 e C3). C1 ¢ lisa com 2,8-3,6um de espess. C2 ¢é semi-plastica com 8-29um espess. e
consiste de subcamadas que coram de vermelho-marrom escuro a vermelho-purpura escuro em
Melzer. C3 ¢ uma camada germinativa e estd intimamente aderida a C2, sendo vista apenas ao nivel

ultraestrutural.

Gigaspora margarita Becker & Hall Mycotaxon 4: 155-160 1976.

Esporos globosos a subglobosos, raramente irregulares, com 260-400pum didm., cor branca a
creme ou muitas vezes amarela-escura em muitos esporos; célula esporogénica com 34-47um diam.
“Parede estrutural” do esporo com trés camadas (C1, C2 e C3). C1 ¢ lisa e apresenta 1,6-2,4um
espess.; C2 ¢é semi-plastica, tem 13-31um espess. e consiste de subcamadas que coram de vermelho-
marrom escuro a vermelho-purpura escuro em Melzer; C3 ¢ uma camada germinativa e estd

intimamente aderida a C2, sendo vista apenas ao nivel ultraestrutural.

Gigaspora rosea Nicol. & Schenck Mycologia 71: 178-198 1979.
Esporos globosos a subglobosos, com 160-280um diam., cor creme com tons de rosa palido;
célula esporogénica possuindo 32-45um didm. “Parede estrutural” do esporo com trés camadas (Cl,

C2 e C3). C1 ¢ lisa, com 1,5-2,2um espess.; C2 ¢ semi-plastica, com 8-29um espess., e consiste de
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subcamadas que coram de vermelho-marrom escuro a vermelho-ptrpura escuro em Melzer; C3 ¢ uma

camada germinativa intimamente aderida a C2, sendo vista apenas ao nivel ultraestrutural.

Descricdo das espécies de Scutellospora (fonte: Morton 2003, http://invam.caf.wvu.edu/fungi/

taxonomy/speciesID.htm e descrigdes originais)

Scutellospora alborosea (Ferrer & Herrera) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora alborosea Ferrer & Herrera Rev. Jard. Bot. Nac. 1: 43-66. 1980.

Esporos globosos a subglobosos, 204-287um didm., cor hialina rosada a marrom résea; célula
esporogénica com 21-50pum diam. “Parede estrutural” do esporo com duas camadas (C1 e C2). A
mais externa (C1) tem 4-11um espess. e apresenta superficie lisa. A mais interna (C2) consiste de
subcamadas e varia de 1,5-5,5um espess. A “Parede germinativa” tem 0,7-2,1pum espess.

Obs. Nao ha relato da reacdo das camadas de parede em Melzer nem do nimero de “paredes

germinativas”.

Scutellospora arenicola Koske & Halvorson Mycologia 81: 927-933. 1989.

Esporos subglobosos a irregulares, 160-360x120-310pum (compr. por larg., respectivamente),
cor amarelo-marrom a laranja-marrom; célula esporogénica com 35-47um diam.“Parede estrutural”
do esporo com duas camadas (C1 e C2). A mais externa (C1) tem 0.8-1.5um espess. e apresenta
superficie lisa ou ligeiramente rugosa. A mais interna (C2) consiste de subcamadas e varia de 3,5-
12um espess. Esta camada torna-se vermelho-marrom escuro em Melzer. Apenas uma “parede
germinativa”, apresentando trés camadas (C1, C2 e C3). A mais externa (C1) tem 0,8-1,5um espess.,
C2 tem 1-2pum espess., C3 ¢ plastica, sendo denominada amorfa e varia de 1-3um espess. em PVLG,
dependendo da pressdo aplicada para quebrar o esporo. Essa camada apresenta uma coloragdo

vemelho-purpura escuro em Melzer.

Scutellospora armeniaca Blaszkowski Mycologia 84: 939-944. 1992.

Esporos globosos a subglobosos algumas vezes ovoides, 140-240pum diam., cor amarela a
amarela-marrom; célula esporogénica com 32-42um didm. “Parede estrutural” do esporo com trés
camadas (C1, C2 e C3). A mais externa (Cl) ¢ lisa e tem 0,7-1,2um espess., C2 consiste de
subcamadas e varia de 5.4-13um de espess. Em Melzer, essa camada torna-se vermelha. A camada
mais interna (C3) ¢ fina e flexivel com menos de 1um espess. Duas “paredes germinativas” estdo

presentes, a mais externa (PG1l) é composta por duas camadas: CI tem 1-1,7um e C2, 0,7-1,5um
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espess. A PG2 também apresenta duas camadas, a mais externa (Cl) tem 0,7-1,5um espess. ¢
freqiientemente produz uma fraca coloragdo rosea em Melzer. A camada mais interna (C2) ¢ plastica,
sendo denominada amorfa e varia de 2-4,7um espess. em PVLG, dependendo da pressdo aplicada

para quebrar o esporo. Em Melzer, essa camada apresenta coloragao purpura.

Scutellospora auriglobosa (Hall) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora auriglobosa Hall Trans. Br. Mycol. Soc. 68: 341-356. 1977.

Esporos globosos a ovoides, 323-438x323-469um (compr. por larg., respectivamente), cor
amarelo palido a amarelo escuro; célula esporogénica com 70-100x40-50um (compr. por larg.,
respectivamente). “Parede estrutural” do esporo com duas camadas (C1 e C2). A mais externa (C1) ¢
lisa com 1-5um espess., C2 consiste de subcamadas, variando de 6-16um espess. Duas “paredes
germinativas” estdo presentes, a mais externa (PG1) é composta por apenas uma camada muito fina,
com menos que 1pum espess. PG2 apresenta duas camadas (C1 e C2). A mais externa (C1) tem 4-7um
espess. € C2 tem menos que 1pum espess.

Obs. esta espécie nao foi testada quanto a reagdo em Melzer.

Scutellospora biornata Spain, Sieverding & Toro Mycotaxon 35: 219-227. 1989.

Esporos globosos a subglobosos, (120) 260-450 (493)um diam., cor amarela a laranja-
marrom; célula esporogénica com (30) 50-60 (65)um diam. “Parede estrutural” do esporo com duas
camadas (C1 e C2); a externa (C1) tem 0,5-1pum espess., apresentando sobre a superficie projecoes
retas (0,5) 1-3um espess. na base e 2um no apice, que se afunilam. A camada mais interna (C2)
consiste de numerosas subcamadas que se expandem em PVLG e pode exibir consideravel
plasticidade, variando de 5-25um espess., dependendo da pressdao aplicada quando os esporos sao
quebrados. Esta camada cora de vermelho-marron escuro a vermelho-pirpura em Melzer. Apenas
uma “parede germinativa” flexivel presente, apresentando duas camadas. A primeira (C1) tem 0,5-
lum espess., superficie “beaded” e reagcdo negativa em Melzer; a segunda (C2), com 1-2um espess.,

apresenta coloragdo de rosa palido a vermelho-marrom brilhante em Melzer.

Scutellospora calospora (Nicol. & Gerd.) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora calospora (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe Mycol. Mem. 5: 76p. 1974.
Endogone calospora Nicol. & Gerd. Mycologia 60: 313-325. 1968.
Esporos subglobosos a oblongos, 120-220um didm., cor amarelo palido a amarelo-marrom

com tons de verde; célula esporogénica com 22-28um didm. “Parede estrutural” do esporo com duas
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camadas (C1 e C2); a externa (C1) € lisa, tem 1-1,2pum espess. e € firmemente ligada a C2. A camada
mais interna (C2) consiste de subcamadas muito finas e aderentes umas as outras, variando de 1,8 a
4,2um espess. Duas “paredes germinativas” estdo presentes; a mais externa (PG1) ¢ composta por
duas camadas (C1 e C2). A primeira (C1) tem menos que 0,5um espess. e a segunda (C2) tem 0,4-
1,4um. A parede mais interna (PG2) também apresenta duas camadas. A mais externa (C1) tem 1,2-
3,2um espess. e freqiientemente produz fraca coloragdo résea em Melzer. A camada mais interna
(C2) ¢ hialina e plastica, sendo denominada amorfa. Essa camada varia de 2,5 a 8,0um espess. em
PVLG, dependendo da pressao aplicada para quebrar o esporo e apresenta uma coloragcdo vermelho-

purpura em Melzer.

Scutellospora castanea Walker Cryptogamie Mycol. 14: 279-286. 1993.

Esporos globosos a subglobosos, raramente ovoides ou obovoéides, 169-369x176-372um
(compr. por larg., respectivamente), cor branca opaca a ocre; c€lula esporogénica com 38-51um
diam. “Parede estrutural” do esporo com duas camadas (C1 e C2), a camada externa (C1) € lisa com
2-4um espess. A camada mais interna (C2) consiste de subcamadas, que aumentam em numero
dependendo da pressdo aplicada para quebrar os esporos. Esta camada varia de 10-35um espess. em
esporos maduros e torna-se rosa a vermelha ou amarela em Melzer. Apenas uma “parede
germinativa” flexivel presente, apresentando duas camadas (C1 e C2). A mais externa (Cl) tem
menos que 1um espess. e reage negativamente em Melzer. A mais interna (C2) tem 1-2um espess.

também nao apresenta reagdo em Melzer.

Scutellospora cerradensis Spain & Miranda Mycotaxon 60: 129-136. 1996.

Esporos globosos, subglobosos, freqiientemente elipticos ou fortemente oblongos, 220-380um
diam., hialinos/brancos quando jovens a amarelo-marrons quando velhos; célula esporogénica com
32-45um diam. “Parede estrutural” do esporo com quatro camadas (C1, C2, C3 e C4). A mais externa
(C1) tem a superficie papilada; as papilas geralmente apresentam menos de Ium alt. por 1-1,5um
larg. e localizam-se muito préximas umas das outras. A segunda camada (C2) tem 1,5-3,0um espess.,
¢ distinguivel de C3 apenas em Melzer, tornando-se rosa-vermelho palido; C3 consiste de
subcamadas muito finas e aderentes, tem de 2,5-8um espess. e apresenta coloragdo vermelho-purpura
escuro a vermelho-preto em Melzer. A camada mais interna (C4) ¢ fina, com menos de 1um espess.,
separa-se facilmente das outras camadas da “parede estrutural” do esporo, exceto no ponto de ligagao
a célula esporogénica. Esta camada pode facilmente ser confundida com uma “parede germinativa”.

Duas “paredes germinativas” estdo presentes; a mais externa (PG1) é composta por duas camadas (C1
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e C2). C1 tem menos de 0,5um e C2, 1,0-2,8um espess. A PG2 também apresenta duas camadas. C1
tem 2,0-4,8um espess. e freqiientemente produz uma fraca coloragdo rosea em Melzer. C2 ¢ hialina e
plastica, sendo denominada amorfa; varia de 4-18um espess. em PVLG, dependendo da pressdo
aplicada para quebrar o esporo e em Melzer apresenta coloragdo vermelho-purpura a vermelho-

purpura escuro.

Scutellospora coralloidea (Trappe, Gerd. & Ho) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora coralloidea Trappe, Gerd. & Ho Mycol. Mem. 5: 76p. 1974.

Esporos globosos a subglobosos, 260-480um diam., cor laranja-vermelho a vermelho-marrom
escuro; célula esporogénica com 41-62um diam. “Parede estrutural” do esporo com duas camadas, a
externa (C1) apresenta superficie verrucosa, com “verrugas” achatadas e de margens angulares (a
maioria dessas “verrugas” apresenta 2-12um espess. por 1-3um alt.). A camada mais interna (C2)
consiste de subcamadas, que aumentam em nimero dependendo da pressdo aplicada. Esta camada
varia de 6,5-10,5um espess. em esporos maduros. Apenas uma “parede germinativa” flexivel
presente, apresentando duas camadas: C1 tem menos de 0,5um e C2 tem 0,6-1,2um espess. Ambas

nao reagem em Melzer.

Scutellospora crenulata Herrera-Peraza, Cuenca & Walker Can. J. Bot. 79: 674-678. 2001.

Esporos globosos a subglobosos, algumas vezes elipsoides, 103-165x116—170um (compr. por
larg., respectivamente), cor ocre; célula esporogénica com 22—46x8,6-26,5um (compr. por larg.,
respectivamente). “Parede estrutural” do esporo com trés camadas (C1, C2 e C3); a externa (C1) ¢ de
dificil observacao e nao reage em Melzer, C2 tem 5-9um espess. e consiste de subcamadas, apresenta
superficie ornamentada com papilas hexagonais, pentagonais ou tetragonais, raramente irregulares
com 3-6pum alt. por 3,6-10um larg. na base; essa camada torna-se amarela em Melzer. A camada mais
interna (C3) ¢ hialina, tem menos que lum espess. € ndo reage em Melzer. Apenas uma “parede
germinativa”, apresentando trés camadas. A primeira (C1) tem cerca de lpm espess., superficie
“beaded” e ndo reage em Melzer; a segunda (C2) ¢ amorfa, com 5-19um espess. em PVLG; a terceira

(C3) tem menos que 1um espess. Ambas tornam-se vermelho purpura em Melzer.

Scutellospora dipapilosa (Walker & Koske) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora dipapilosa Walker & Koske Mycologia 77: 702-720. 1985.
Esporos globosos, subglobosos a irregulares, 135-180um diam., cor laranja-marrom palido a

laranja-marrom escuro; célula esporogénica com 27-40um didm. “Parede estrutural” do esporo com
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trés camadas (C1, C2 e C3). CI1 tem 1,5-2um espess. e apresenta superficie com ornamentagdes que
consistem de curtas “verrugas”, a maioria com 0,5-1um larg. na base por 0,5-1,5um alt., sendo
distantes umas das outras menos de 0,5um. C2 consiste de subcamadas ¢ tem de 3-8um espess. C3 ¢
uma fina camada flexivel com menos de 0,5um espess. Apenas uma “parede germinativa” esta
presente, com duas camadas; C1 tem 2-6pm e C2 0,5-1pm espess..

Obs. apesar da descri¢do original ndo fornecer dados sobre a reagdo em Melzer, segundo Morton

(1990) a “parede germinativa” reage positivamente a essa solugao.

Scutellospora dipurpurascens Morton & Koske Mycologia 80: 520-524. 1988.

Esporos subglobosos a oblongos, algumas vezes irregulares, 140-240um diam., cor amarelo
palido com tons verdes a amarelo-marrom esverdeado; célula esporogénica com 21-30pm diam.
“Parede estrutural” do esporo com duas camadas (C1 e C2). C1 ¢ lisa, tem 1-1,2pm espess. e esta
firmemente ligada a C2, que consiste de subcamadas muito finas e aderentes e tem de 1,8 a 4.2um
espess. Duas “paredes germinativas™ estdo presentes, a mais externa (PG1) ¢ composta por apenas
uma camada que varia de 0,6-1pum espess. e torna-se rosa brilhante em Melzer. A PG2 apresenta duas
camadas: C1 tem 1,2-3,2um espess. e freqiientemente produz uma fraca coloragdo résea em Melzer;
C2 ¢ plastica, sendo denominada amorfa e varia de 2,5-8,0um espess. em PVLG, dependendo da
pressdo aplicada para quebrar o esporo. Em Melzer apresenta coloragdo de vermelho-ptrpura a

vermelho-purpura escuro.

Scutellospora erythropa (Koske & Walker) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora erythropa Koske & Walker Mycologia 76: 250-255. 1984.

Esporos subglobosos a oblongos, 160-320um diam., cor vermelho-marrom a vermelho-
marrom escuro; célula esporogénica com 38-50pum didm. “Parede estrutural” do esporo com duas
camadas. C1 ¢ lisa com 0,8-1,2um espess. e firmemente ligada a C2, que consiste de subcamadas e
tem de 3,2-7,4um de espess. Trés “paredes germinativas™ estdo presentes, a mais externa (PG1) ¢
composta por duas camadas (Cl e C2), Cl tem menos de 0,5um e C2, 0,5-0,8um espess. PG2
também € composta por duas camadas (C1 e C2), C1 tem menos de 0,5um espess. e C2, 1,2-3,2um.
PG3 apresenta C1 com 0,8-2,4 e C2 com 0,9-1,6um espess.; essas duas camadas tornam-se rosa a

rosa-purpura em Melzer.
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Scutellospora fulgida Koske & Walker Mycotaxon 27: 219-235. 1986.

Esporos globosos a subglobosos, 120-240pm diam., cor hialina a creme escuro; célula
esporogénica com 20-27um diam. “Parede estrutural” do esporo com duas camadas: C1 ¢ lisa, com
0,7-1,8um espess. e C2 consiste de subcamadas com 4,5-6um espess. Esta camada torna-se amarelo
brilhante a ouro em Melzer. Apenas uma “parede germinativa” flexivel presente, apresentando duas
camadas; C1 tem menos de 0,5um espess. ¢ C2, 0,6-1,2um espess.; nenhuma dessas camadas reage

em Melzer.

Scutellospora gilmorei (Trappe & Gerd.) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora gilmorei Trappe & Gerd. Mycol. Mem. 5: 76p. 1974.

Esporos globosos a subglobosos, ocasionalmente elipsédides, 204-320um didm. e cor hialina;
célula esporogénica com 27-40pm diam. “Parede estrutural” do esporo com duas camadas (C1 e C2),
que apresentam juntas, 11pm espess. C1 tem menos que 1um espess. e apresenta superficie lisa. C2,
possivelmente consiste de subcamadas e apresenta espessura variavel. A “Parede germinativa” esta
dividida em quatro camadas; a mais externa tem menos de lum e as demais apresentam espess.
variavel.

Obs. Nao ha relato da reagdo das paredes em Melzer e ndo ¢é possivel determinar o nimero exato de

“paredes germinativas”.

Scutellospora gregaria (Schenck & Nicol.) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora gregaria Schenck & Nicol. Mycologia 71: 178-198. 1985.

Esporos globosos a subglobosos, 380-520um didm., cor vermelho-marrom a vermelho-
marrom escuro; célula esporogénica com 50-66pum didm. “Parede estrutural” do esporo com duas
camadas: C1 tem 0,7-1,8um espess. e apresenta superficie com ornamentagdes que consistem de
“verrugas” redondas, a maioria com 11-26,7um espess., por 3-7um de alt.; C2 consiste de
subcamadas ¢ apresenta de 8-12,6um espess. Esta camada torna-se vermelho-marrom a marrom em
Melzer. Apenas uma “parede germinativa” flexivel presente, apresentando duas camadas; C1 tem

menos de 0,5um e C2 varia de 0,6-1,3um espess.; nenhuma dessas camadas reage em Melzer.

Scutellospora hawaiiensis Koske & Gemma Mycologia 87: 678-683. 1995.
Esporos subglobosos a irregulares, 200-360x180-290pum (compr. por larg., respectivamente),
cor laranja-marrom palido a laranja-marrom escuro; célula esporogénica com 50-65um diam. “Parede

estrutural” do esporo com duas camadas: a externa (C1) ¢ lisa a ligeiramente rugosa, tem 1,2-2um
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espess. € € firmemente ligada a C2; a camada mais interna (C2) consiste de subcamadas muito finas,
variando de 0,8-2,2um espess. Duas “paredes germinativas” estdo presentes; a mais externa (PG1) ¢é
composta por duas camadas (C1 e C2), a primeira (C1) tem 2,8-4,8um espess. € a segunda (C2) tem
0,5-1,6pum. A parede mais interna (PG2) também apresenta duas camadas, a mais externa (C1) tem 2-
3,3um espess. A camada mais interna (C2) ¢ hialina e plastica, sendo denominada amorfa. Essa
camada varia de 3-25um espess. em PVLG, dependendo da pressdo aplicada para quebrar o esporo e

torna-se vermelho-parpura em Melzer.

Scutellospora heterogama (Nicol. & Gerd.) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora heterogama (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe Mycol. Mem. 5: 76p. 1974.
Endogone heterogama Nicol. & Gerd. Mycologia 60: 313-325. 1968.

Esporos subglobosos a oblongos, 120-200pum diam., cor laranja-marrom escuro a vermelho-
marrom; célula esporogénica com 24-28um diam. “Parede estrutural” do esporo com trés camadas:
C1 apresenta superficie com ornamentagdes que consistem de curtas “verrugas” a maioria com 1,0-
2,5um alt.; C2 consiste de subcamadas e tem de 5,0-9,0um espess., tornando-se vermelho-marrom
escuro em Melzer; C3 ¢ uma fina camada flexivel com menos de 1um espess., € usualmente ¢ vista
apenas proxima ao plug de oclusdo da célula esporogénica. Duas “paredes germinativas” estdo
presentes. A mais externa (PG1) ¢ composta por duas camadas: C1 tem menos de 0,5um e C2, 0,8-
1,5Sum espess. PG2 também apresenta duas camadas: C1 com 0,5-0,8um e C2 com 0,9-1,8um

espess., tornando-se rosa-purpura a purpura escuro em Melzer.

Scutellospora minuta (Ferrer & Herrera) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigapora minuta Ferrer & Herrera Rev. Jard. Bot. Nac. 1: 43-66. 1980.

Esporos globosos a subglobosos ou irregulares, 97-180um didm., cor marrom escuro
esverdeado; célula esporogénica com 22-31um didm. “Parede estrutural” do esporo com duas
camadas: C1 possui até 3um espess. e C2 varia de 2,5-5um espess., apresentando superficie
ornamentada com numerosos espinhos de até 3um alt. por 1um larg. Quando maduros os esporos
apresentam estruturas circulares com profundidade de até 2,5um e diam. externo e interno de até Spm
e 2um, respectivamente. ‘“Parede germinativa” com até 1pum espess.

Obs. Nao ha relato da reacdo das camadas de parede em Melzer nem do nimero de “paredes

germinativas”.
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Scutellospora nigra (Redhead) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986. Basionimo:
Basionimo: Gigaspora nigra Redhead Mycologia. 71: 117-188. 1979.

Esporos globosos, 297-500um diam., cor vermelho-marrom a marrom escuro; célula
esporogénica com 21-50um diam. “Parede estrutural” do esporo com apenas uma camada laminada
que apresenta 6-14um espess., superficie com alvéolos de contorno circular em geral, com 2,5-12pum
diam. em geral. A “Parede germinativa” tem duas camadas com cerca de 1pum espess. cada.

Obs. Nao ha relato da reacdo das camadas de parede em Melzer nem do nimero exato de “paredes

germinativas”.

Scutellospora nodosa Blaszkowski Mycologia 83: 537-542. 1991.

Esporos globosos, subglobosos, algumas vezes ovoides, hialinos a amarelo palidos e com
160-270x160-340pum (compr. por larg., respectivamente); célula esporogénica com 25-50pum diam.
“Parede estrutural” do esporo com duas camadas: C1 tem 1-2,5um espess. € a superficie rugosa; essas
estruturas apresentam 3,5-6,5um alt. por 7-10,5um larg. na base, sendo distantes umas das outras
cerca de 2,5-5um. C2 consiste de subcamadas muito finas e aderentes umas as outras, tem de 9,3-
16,7um espess. e torna-se vermelho-marrom em Melzer. Duas “paredes germinativas” estdo
presentes: a mais externa (PG1) ¢ composta por duas camadas (C1, com < 0,5um ¢ C2 com 0,5-
0,7um espess., esta torna-se laranja claro em Melzer). PG2 apresenta trés camadas: C1 tem < lum
espess. e torna-se laranja claro em Melzer; C2 tem 1,2-3,2um espess. € torna-se vermelho claro em
Melzer; C3 ¢ plastica, sendo denominada amorfa, varia de 10-17,5um espess. em PVLG, dependendo
da pressao aplicada para quebrar o esporo. Em Melzer essa camada apresenta coloragao vermelho-

purpura escuro.

Scutellospora pellucida (Nicol. & Schenck) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora pellucida Nicol. & Schenck Mycologia 71: 178-198. 1979.

Esporos globosos a subglobosos, freqiientemente elipticos ou fortemente oblongos, 120-
240um diam., cor hialina/branca a amarela-marrom; célula esporogénica com 32-45um diam.
“Parede estrutural” do esporo com trés camadas: C1 ¢ lisa e tem 1,8-5,0um espess.; C2 consiste de
subcamadas e tem de 3,0-8,8um espess., torna-se vermelho-marrom escuro a preto em Melzer; C3 ¢
uma fina camada flexivel com menos de 1um espess. e usualmente ¢ vista apenas onde a parede do
esporo se liga proximo ao “plug” de oclusdo da célula esporogénica. Duas “paredes germinativas”
estdo presentes; a mais externa (PG1) ¢ composta por duas camadas (C1 e C2). C1 tem menos de

0,5um e C2, 1,0-2,8um espess. PG2 também apresenta duas camadas: C1 tem 2,0-4,8um espess. €
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freqiientemente produz uma fraca coloracdo résea em Melzer. C2 ¢ plastica, sendo denominada
amorfa. Varia de 4-18um espess. em PVLG, dependendo da pressao aplicada para quebrar o esporo ¢

em Melzer torna-se vermelho-purpura a vermelho-purpura escuro.

Scutellospora persica (Koske & Walker) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora persica Koske & Walker Mycologia 77: 702-720. 1985.

Esporos globosos a subglobosos, 240-360um diam., cor cobre claro ou escuro a creme escuro;
célula esporogénica com 35-46um didm. “Parede estrutural” do esporo com duas camadas: C1 possui
0,7-1,8um espess. e apresenta superficie com ornamentacdes que consistem de muitas “verrugas”
redondas com 0,5um larg. por 0,2-0,5um alt.; C2 consiste de subcamadas e tem de 6,2-8,4pum espess.
Esta camada torna-se laranja-marrom a vermelho-marrom em Melzer. Apenas uma ‘“parede
germinativa” presente, apresentando duas camadas: C1 tem menos de 0,5um e C2 tem 0,6-1,2um

espess., ambas ndo reagem em Melzer.

Scutellospora projecturata Kramadibrata & Walker Ann. Bot. 86: 21-27. 2000.

Esporos globosos a subglobosos, 102-174x108—181um (compr. por larg., respectivamente). e
cor de ouro metalico a ocre/siena; célula esporogénica 32-60x29-47um (compr. por larg.,
respectivamente). “Parede estrutural” do esporo com uma camada (C1) que consiste de subcamadas e
apresenta superficie com proeminentes projegdes retas ou em forma de gancho. Essa camada tem 1-
2um espess. € nao reage em Melzer. Duas “paredes germinativas” presentes: a mais externa (PG1) ¢
composta por apenas uma camada com menos que lum espess. € sem reacdo em Melzer; A PG2
apresenta trés camadas; C1 tem 1,5-2um espess. € ndo reage em Melzer, C2 ¢ pléstica, sendo
denominada amorfa e tem espess. de cerca de 1um em agua, variando em PVLG, dependendo da
pressdo aplicada para quebrar o esporo. C3 também tem cerca de 1pum espess., porém nao ¢ amorfa.

C2 e C3 tornam-se cor purpura em Melzer.

Scutellospora reticulata (Koske, Miller & Walker) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora reticulata Koske, Miller & Walker Mycotaxon 16: 429-435. 1983.

Esporos subglobosos a oblongos, 208-470x188-340um (compr. por larg., respectivamente), cor
laranja-marrom a vermelho-marrom escuro; célula esporogénica com 45-87x84-140pum (compr. por
larg., respectivamente). “Parede estrutural” do esporo com trés camadas: a externa (C1) tem 0,5-1um
de espess. e possui reticulos; a superficie do esporo € coberta com espinhos que possuem 0,3-1,5um

diam. na base; C2 tem 5-1lum espess. ¢ C3 ¢ fina, possuindo 0,3-0,7um. Duas “paredes
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germinativas”: a mais externa (PG1) € composta por uma camada de 1um de espess. A parede mais
interna (PG2) apresenta duas camadas; a mais externa (C1) ¢ amorfa e tem cerca de 2pum espess., a
mais interna (C2) possui cerca de 1um espess.

Obs. Nao ha relato da reacdo das camadas de parede em Melzer nem do nimero exato de “paredes
germinativas”. A presenca de duas “paredes germinativas” nessa descricdo ¢ baseada na nossa

interpretagao.

Scutellospora rubra Stiirmer & Morton Mycol. Res. 103:949-954. 1999.

Esporos globosos a subglobosos, 140-220um didm., cor laranja-marrom escuro a vermelho-
marrom; célula esporogénica com 18-35um diam. “Parede estrutural” do esporo com trés camadas:
C1 ¢ lisa e muito fina, C2 consiste de subcamadas ¢ tem de 3,5-7,5um espess., torna-se vermelho-
preto em Melzer. C3 ¢ uma fina camada flexivel com menos de 1pm espess., vista usualmente apenas
préximo ao “plug” de oclusdo da célula esporogénica. Duas “paredes germinativas”: a mais externa
(PG1) ¢ composta por duas camadas: Cl1 tem menos que 0,5um espess. ¢ C2, 0,6-0,8um; PG2
também apresenta duas camadas: Cl1 tem 0,5-0,6um espess. ¢ C2 tem de 0,6-1,4um espess.,

tornando-se rosa-purpura palido a rosa-purpura escuro em Melzer.

Scutellospora savannicola (Herrera & Ferrer) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora savannicola Herrera & Ferrer Rev. Jard. Bot. Nac. 1: 43-66. 1980.

Esporos oblongos a elipsodides ou irregulares, 288-581x214-364um (compr. por larg.,
respectivamente), hialinos a branco rosados a marrom rdseos; célula esporogénica com menos de
30pum diam. “Parede estrutural” do esporo com duas camadas: a mais externa (C1) tem até 3um
espess. € a mais interna (C2) apresenta até 2,3um. Duas “paredes germinativas”: a mais externa
apresenta duas camadas: a camada externa (C1) tem menos de 1,5um espess. e C2 menos de 1,3um.
PG2 tem cerca de 1um espess.

Obs. Nao ha relato da reacdo das camadas de parede em Melzer nem do nimero exato de “paredes
germinativas”. A presenca de duas “paredes germinativas” nessa descricdo ¢ baseada na nossa

interpretagao.

Scutellospora scutata Walker & Diederichs Mycotaxon 35: 357-361. 1989.
Esporos globosos a subglobosos, freqiientemente elipticos ou fortemente oblongos, 340-
640um didm., cor hialina/branca a amarela-marrom; célula esporogénica com 47-90um didm.

“Parede estrutural” do esporo com duas camadas: C1 ¢ lisa com < Ium espess. ¢ C2 consiste de



SILVA, G. A. Aspectos taxonomicos e filogenéticos em fungos micorrizicos arbusculares (Glomeromycota) 148

subcamadas muito finas e aderentes umas as outras, tem de 3,5-16um espess. Trés “paredes
germinativas”: a mais externa (PG1) ¢ composta por duas camadas: C1 tem menos de 0,5um espess.
e C2, 4-9um. PG2 também ¢é composta por duas camadas: C1 tem menos de 0,5um e C2, 3-6um
espess. e torna-se rosa a marrom-rosea em Melzer. PG3 apresenta duas camadas: C1 tem 3-5pum
espess. e freqiientemente produz fraca coloracio rosea em Melzer. C2 ¢ pléstica, sendo denominada
amorfa, varia de 4-18um espess. em PVLG, dependendo da pressdo aplicada para quebrar o esporo;

em Melzer torna-se vermelho-purpura a vermelho-purpura escuro.

Scutellospora spinosissima Walker, Cuenca & Sanchez Ann. Bot. 82: 721-725.1998.

Esporos globosos, subglobosos a elipsdides, 130-228x121-208um (compr. por larg.,
respectivamente), cor creme-rosa palido a ocre; célula esporogénica com 19-32um didm. “Parede
estrutural” do esporo com duas camadas (C1 e C2); C1 ¢é evanescente e tem cerca de 1pum espess., C2
¢ formada por subcamadas e tem cerca de 2um espess., apresenta superficie com densos espinhos de
2-4um alt. Duas “paredes germinativas” estdo presentes: a mais externa (PG1) € composta por apenas
uma camada com cerca de lum espess., ndo reagindo em Melzer; a interna (PG2) apresenta trés
camadas: C1 tem 1pm espess. e ndo reage ao Melzer, C2 ¢ plastica, sendo denominada amorfa e tem
cerca de 1,5-15um espess., dependendo da pressdo aplicada para quebrar o esporo, tornando-se

purpura em Melzer; C3 tem menos que 1pum espess. e torna-se vermelha purpura em Melzer.

Scutellospora tricalypta (Herrera & Ferrer) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora tricalypta Herrera & Ferrer Rev. Jard. Bot. Nac. 1: 43-66. 1980.

Esporos globosos a elipsoides, 257-456um diam., cor hialina rosada a marrom rdsea; célula
esporogénica com 14-47x20um diam. “Parede estrutural” do esporo com cerca de 9um espess. Duas
“paredes germinativas” (PG1 e PG2); a mais externa com aproximadamente Sum e a mais interna
com 3um espess.

Obs. Nao ha relato da reacdo das camadas de parede em Melzer nem do nimero de camadas ou de
“paredes germinativas”. A presen¢a de duas “paredes germinativas” nessa descricdo ¢ baseada na
nossa interpretacdo. Ha relatos de que PG1 possui espinhos (Ferrer & Herrera 1980). Neste caso esta

poderia ser uma das camadas da “parede estrutural”.
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Scutellospora verrucosa (Koske & Walker) Walker & Sanders Mycotaxon 27: 169-182. 1986.
Basionimo: Gigaspora verrucosa Koske & Walker Mycologia 77: 702-720. 1985.

Esporos globosos a subglobosos, 220-360um didm., cor palha palido a laranja-marrom; célula
esporogénica com 52-60um diam. “Parede estrutural” do esporo com duas camadas: C1 possui 0,7-
1,8um espess. e apresenta superficie com ornamentacdes que consistem de “verrugas” a maioria com
0,5-1,0pm larg. por 0,5-1,2pum alt.; C2 consiste de subcamadas e tem de 6,2-8,4um espess. Esta
camada torna-se laranja-marrom a vermelho-marrom em Melzer. Apenas uma “parede germinativa”,
com duas camadas: Cl1 tem menos que 0,5um e C2, 0,6-1,2um espess. Ambas ndo reagem em

Melzer.

Scutellospora weresubiae Koske & Walker Mycotaxon 27: 219-235. 1986.

Esporos globosos a subglobosos ou irregulares, 125-265x135-414um (compr. por larg.,
respectivamente), cor rosa palido a rosa; célula esporogénica com 32-50um diam. “Parede estrutural”
do esporo com duas camadas: a mais externa (C1l) tem menos que 0,5um espess. e apresenta
superficie lisa; a interna (C2) consiste de subcamadas e varia de 3-15um espess., tornando-se
vermelha em Melzer. Duas “paredes germinativas™: a externa (PG1) é composta por duas camadas,
cada uma com até 1um espess.; a interna (PG2) também apresenta duas camadas: a externa (C1) tem

2-8um espess. e a interna (C2) tem cerca de 0,5um espess. e torna-se vermelha em Melzer.
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Tabela 1. Comparativo dos caracteres usados na identificagdo de espécies de Gigaspora

Gigaspora Cor do esporo Diametro do | Espessura da parede | Diametro da célula Reacdo da parede
esporo (um) do esporo (um) esporogénica (um) | estrutural em Melzer
H-B A-O AM
G. albida X verde 200-280 17-29 32-45 +
G. decipiens X X 280-440 18-63 51-63 +
G. gigantea X verde 240-400 11-33 38-54 +
G. margarita X X 260-400 15-34 34-47 +
G. rosea X rosa X 160-280 10-31 32-45 +

H-B= hialino a branco; A-O= Amarelo a ouro; AM= amarelo-marrom
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Tabela 2. Comparativo dos caracteres usados na identificagcao de espécies de Scutellospora
Scutellospora Cor do esporo Diametro do | Espessurada | Diametro da célula Reagdo da No. de Tipos de camadas Parede
esporo (um) parede do esporogénica (um) parede ao “paredes das “paredes ornam.
esporo (Lm) Melzer germinativas” germinativas”
H-B A-O | AVM-M EST GER A B

S. alborosea Xrosa 204-287 6-19 21-50 ? ? 1? ? ? -

S. arenicola X X 160-360x | 7,1-19,8 35-47 + + 1 + - -
120 -310

S. armeniaca X X 140 - 240 11,5-24,6 32-42 + + 2 + - -

S. auriglobosa X 323 -438x 13-30 70 — 100 x 40 - 50 ? ? 2 - - -
323 - 469

S. biornata X 120 - 490 7-29 30 -65 + + 1 - + +

S. calospora X X 120 - 220 7,5-18,5 22 -28 - + 2 + - -

S. castanea X X | *ocre 169 — 369 x 14 -42 38-51 + - 1 - - -
176 - 372

S. cerradensis X X 220 - 380 13,5-39 32-45 + + 2 + - +

S. coralloidea X 260 - 480 8,5-13 41 - 62 - - 1 - - +

S. crenulata X | Xocre 103 -165x 13-32 22 -46x 18,6 — + + 1 + + +
116 - 170 26,5

S. dipapillosa X 135-180 7,5-17,5 27 -40 ? - 1 - - +

S. dipurpurascens X X 140 - 240 7-17,5 21-30 - + 2 + - -

S. erythropa 160 - 320 8,4-18 38 -50 - + 3 - - -

S. fulgida X 120 - 240 6,5-9,5 20 - 27 + - 1 - - -

S. gilmorei X 250 - 480 <18,4 27 -40 ? ? 2 ? ? -

S. gregaria X 380 - 520 10-16 50 - 66 + - 1 - - +

S. hawaiiensis X 200-360x | 10,3-39,1 50 - 65 - + 2 + - -
180 - 290
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Continuagao da tabela 2.
Scutellospora Cor do esporo Diametro do | Espessurada | Diametro da célula Reagdo da No. de Tipos de camadas Parede
esporo (um) parede do esporogénica (um) parede ao “paredes das “paredes ornam.
esporo (Lm) Melzer germinativas” germinativas”
H-B A-O | AVM-M EST GER A B

S. heterogama X 120 - 200 9,5-17 24 - 28 + + 2 - - +

S. minuta X 97 - 180 5-9 22 -31 ? ? 1? ? ? +

S. nigra X 297 - 500 8-16 40-60x 80-120 ? ? 1 ? ? +

S. nodosa X X 160 — 270 x 23 -42 25-50 + + 2 + - +
160 - 340

S. pellucida X X 120 - 240 13,5-40 32-45 + + 2 + - -

S. persica X X 240 - 360 8-12 35-46 + - 1 - - +

S. projecturata X | Xocre 102 - 174 x 55-17 32-60x29-47 - + 2 + - +
108 - 181

S. reticulata X 208 —470 x 10-17 45 -87x 84 -140 ? ? 2 + ? +
188 - 340

S. rubra X 140 - 220 7-12 18-35 + + 2 - - -

S. savannicola X 288 — 581 x 45-9 <30 ? ? 1? ? ? -
214 - 364

S. scutata X X 340 - 640 19,5 -56 47-90 - + 3 + - -

S. spinosissima X X 130-228 x (7,5-21) 19 -32 - + 2 + - +
121-208

S. tricalypta X 257 - 456 <17 14-47x20 ? ? 2? ? ? -

S. verrucosa X X 220 - 360 8-12 52 -60 + - 1 - - +

S. weresubiae Xrosa 125 -265x 8-26 32-50 + + 2 - - -
135-414

H-B= hialino a branco; A-O= Amarelo a ouro; AVM-M= amarelo-marrom/vermelho-marrom a marrom; P= preto; Negrito= ndo considera a parede amorfa no
PVLG, porém na agua; EST= parede estrutural do esporo; GER= parede germinativa do esporo; A= parede amorfa; B= parede “beaded”; ?= nao ha dados
disponiveis
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CONCLUSOES GERAIS

A realizagdo deste trabalho, dentro das condi¢des conduzidas, permitiu as seguintes

conclusoes:

» As andlises filogenéticas corroboram a hipotese de que o género Glomus € polifilético.

» As arvores geradas tanto a partir de dados morfoldgicos, quanto moleculares, suportam a
existéncia das familias Archaeosporaceae e Paraglomeraceae, bem como a proximidade
entre Acaulosporaceae e Gigasporaceae.

» Em nenhuma das arvores obtidas a partir de dados morfoldgicos, foi possivel dar suporte
a Entrophospora como género monofilético.

» Entrophospora infrequens ¢ E. schenkii devem ter a posigdo reavaliada, possivelmente
sendo inseridas em outra familia.

» De acordo com as arvores filogenéticas obtidas a partir de dados morfoldgicos ¢ possivel
que Acaulospora myriocarpa seja membro de Archaeosporaceae.

» As relagdes filogenéticas encontradas a partir de seqiiéncias de LSU rDNA sugerem que
G. etunicatum e G. claroideum nao sdo tdxons de Glomeraceae e devem ter a posicao
reavaliada.

» Foi confirmada a importancia de primers espécie-especificos na identificagdo de taxons de
Glomeromycota.

> E possivel separar em chaves dicotomicas, usando caracteres morfoldgicos, as espécies de
Scutellospora; no entanto o mesmo nao se aplica para Gigaspora dada a similaridade

morfoldgica entre os seus taxons.
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