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RESUMO
Mucorales abriga 0 maior nimero de espécies dentre as trés ordens pertencentes ao filo
Mucoromycota, com mais de 320 espécies descritas. A maioria dos fungos mucoraceos
exibe crescimento rapido, mesmo em meios de cultura pobres em nutrientes, sendo a
maioria das espécies saprobias do solo, podendo tambeém ser encontradas em serrapilheira,
excrementos de animais e alimentos estocados. Embora alguns inventérios desses fungos
tenham sido realizados no Brasil, pouco se conhece sobre a distribuicdo e ecologia desse
grupo no solo de areas de brejo de altitude, que sdo ilhas de matas Umidas no semiarido
nordestino. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo principal conhecer como
as comunidades de fungos mucoraceos estdo estruturadas no solo de dois diferentes brejos
de altitude de Pernambuco, avaliando as possiveis influéncias dos atributos quimicos do
solo, da pluviosidade e temperaturas do solo e do ar na estruturacdo dessas comunidades.
Foram realizadas quatro expedigdes para coleta de solo nos brejos de Brejdo e de Jenipapo,
em Pernambuco. Para o isolamento, cinco miligramas de solo foram espalhados sobre o
meio de cultura agar gérmen de trigo, adicionado de cloranfenicol, contido em placas de
Petri, em quintuplicata. As colénias foram purificadas e estocadas em tubos de ensaio
contendo o meio batata dextrose agar e identificados com base na literatura especifica.
Foram identificadas 35 espécies e duas variedades de fungos mucoréceos, incluindo uma
primeira ocorréncia para a América do Sul e duas novas espécies. Cunninghamella
bertholletiae, Absidia saloaensis e A. pernambucoensis foram as espécies mais abundantes
e frequentes nos brejos de Brejao e do brejo de Jenipapo. De acordo com os resultados, 0s
dois brejos estudados ndo diferiram com relacdo a diversidade e riqueza de espécies de
fungos mucoréceos, o0 que indica que a precipitacdo e temperaturas do solo e do ar, bem
como as variaveis quimicas do solo ndo influenciam nesses parametros ecoldgicos para
esses fungos, nas areas de estudo. No entanto, foi verificado que os dois brejos diferem com
relacdo a composicdo das comunidades dos fungos mucoraceos, e que essa composi¢do
varia com relacdo as coletas realizadas no brejo de Brejdo, indicando que os fatores
supracitados, com excecdo da temperatura do solo, influenciam as comunidades de fungos
mucoraceos nesses brejos, embora essa influéncia tenha sido limitada no brejo de Jenipapo.
Os atributos do solo influenciam a comunidade de fungos mucoraceos de forma especifica,

ou seja, o grau de influéncia dessas variaveis variou de acordo com a espécie do fungo.

Palavras-chave: Ecologia; filogenia; Mucorales; solo; taxonomia.



ABSTRACT
Mucorales have the largest number of species among the three orders belonging to the phylum
Mucoromycota, with more than 320 described species. Most mucoraceous fungi exhibit rapid
growth even in nutrient-poor culture media, with most species being soil saprobes, and they can
also be found in litter, animal excrement, and stored food. Although some inventories of these
fungi have been carried out in Brazil, little is known about the distribution and ecology of this
group in soils of Brazilian highland swamp areas, which are islands of humid forests in the
northeastern semi-arid region of Brazil. Thus, the following work has as the main aim to know
how the mucous fungi communities are structured in the soil of two different highland swamps
of Pernambuco, evaluating the possible influences of the soil chemical attributes, rainfall and
temperatures, and also of the air, on the structuring of these communities. Four expeditions
were carried out to collect soil in the Brejdo and Jenipapo swamps, in Pernambuco. For the
isolation, five milligrams of soil were spread over the wheat germ agar culture medium, with
the addition of chloramphenicol, contained in Petri dishes, in quintuplicate. Colonies were
purified and stored in test tubes containing potato dextrose agar medium and, based on the
specific literature, they were identified. Thirty-five species and two varieties of mucoraceous
fungi were identified, including a first occurrence in South America, and two new Species.
Cunninghamella bertholletiae, Absidia saloaensis, and A. pernambucoensis were the most
abundant and frequent species in the Brejdo and Jenipapo swamps. According to the results, the
two studied marshes did not differ in relation to the mucous fungi species diversity and richness,
which indicates that the precipitation, soil and air temperatures, as well as soil chemical
variables do not influence these ecological parameters for these fungi from the study areas.
However, it was verified that the two marshes differ in relation to the composition of the
mucoraceous fungi communities, and that this composition varies in relation to the collections
carried out in the Brejdo swamp, indicating that the aforementioned factors, with the exception
of soil temperature, influence the mucoraceous fungus communities in these marshes, although
this influence was limited in the Jenipapo marsh. Soil attributes influence the mucoraceous
fungus community in a specific way, that is, the degree of influence of these variables varied

according to the fungus species.

Keywords: Ecology; phylogeny; Mucorales; soil; taxonomy.
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1 INTRODUCAO

A regifo Nordeste do Brasil abrange 1.561 km?, cerca de 18% de todo territorio
nacional. Nessa regido, encontra-se boa parte do semiérido brasileiro, cujos ecossistemas
exibem particularidades que os diferem dos ambientes Umidos do pais, sendo esses
caracterizados pelas altas temperaturas, baixa umidade, longos periodos de estiagem e uma
elevada taxa de evapotranspiracdo (ARAUJO, 2011; MACEDO et al., 2017).

Embora grande parte do semiérido esteja representada pela Caatinga, existem, nesse
dominio, fragmentos de matas Umidas, denominados de brejos de altitude, que formam
verdadeiras “ilhas” em meio a paisagem da caatinga que os rodeiam (ANDRADE-LIMA, 1982;
FREITAS et al., 2019). Esses fragmentos tornam-se areas de excec¢do, dentro do semiarido, que
servem de abrigo para diversos organismos, incluindo espécies endémicas (MEDEIRQOS, 2016).
Para Santos et al. (2007), esses enclaves se arquitetaram a partir de modificacdes biogeogréficas
no Pleistoceno, permitindo a permuta de organismos entre ecossistemas neotropicais.

Os brejos de altitude sdo ecorregides que apresentam condi¢cbes atipicas, se
comparadas as da Caatinga circundante, como altos indices de precipitacdo, com média anual
entre 240 — 1200 mm, diferente dos indices pluviométricos observadas em &reas de Caatinga
(IBGE, 1985; LINS, 1989; FREITAS et al., 2019; SILVA et al., 2019), estando esses mais
elevados indices diretamente relacionados a presenca de planaltos e chapadas, entre 500 — 1200
m de altitude (ANDRADE-LIMA, 1960, 1961, 1966), que favorecem a ocorréncia de zonas de
clima umido (TENORIO et al., 2020) nesses ecossistemas. Por apresentar uma altitude mais
elevada, se comparada com a do seu redor, além da exposicdo das suas vertentes aos ventos
umidos, nos brejos, sdo formados verdadeiros mesoclimas e fatores mesoldgicos diferenciados,
0s quais sdo evidentes, principalmente nas maiores altitudes, causando menores temperaturas e
formacdo de nevoeiros e chuvas frequentes (LINS, 1989). Infelizmente, devido as condi¢des
climaticas favoraveis, a crescente degradacdo proveniente de préaticas de agricultura e pecuaria
tem transformado os brejos em pastos e lavouras, 0 que esta causando a perturbacdo desses
ecossistemas, com perdas de biodiversidade (TABARELLI & SANTOS, 2004; MEDEIROS et
al., 2016). E, portanto, urgente, que sejam inventariadas as espécies de microrganismos,
incluindo os fungos mucoraceos, nesses ecossistemas, antes que 0s mesmos desaparecam.

Mucorales Dumort. é uma das trés ordens pertencentes ao filo Mucoromycota Doweld
(TEDERSOO et al., 2018), sendo essa a ordem com o maior numero de espécies descritas (mais
de 300) para esse filo (WIJAYAWARDENE et al., 2022). Os fungos mucoraceos estdo

globalmente distribuidos, sendo a maioria desses saprobios do solo, de excrementos de animais
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(herbivoros e roedores) e graos estocados (HOFFMANN et al. 2013; SANTIAGO et al., 2013).
A maioria das espécies de Mucorales exibem crescimento rapido (KIRCHMAIR et al., 2008;
HOFFMANN et al., 2013), mesmo em meios de cultura pobres em nutrientes.
Morfologicamente, esses fungos formam um micélio cenocitico e produzem um esporo
sexuado, o zigosporo, além de esporos assexuados, COMO esporangiosporos e
merosporangiosporos (HOFFMANN et al., 2013; BENNY et al., 2016).

Grande parte das espécies mucordceas exercem funcdes importantes para 0s
ecossistemas, atuando ativamente na ciclagem de nutrientes dos substratos, sendo responsaveis
pela troca de nitrogénio e pela degradacédo de fontes simples de carbono nos ambientes (LIMA
et al., 2018).Tornando-se assim, pe¢as chaves nos processos ecoldgicos de diferentes recintos,
sdo decompositores ativos de matéria organica, fato que se da principalmente pelo grande
nimero de espécies que sdo saprobias do solo (FERREIRA et al. 2013; LIMA et al . 2016).
Esses fungos apresentam em sua fisiologia capacidade de producédo de enzimas que contribuem
ativamente para 0s processos bioquimicas de ciclagem de nutrientes nos ambientes
(RICHARDSON, 2009; ZIAEE et al . 2016).

Algumas espécies de fungos mucoraceos exibem importancia industrial, como no
ramo alimenticio, principalmente em processos de fermentacdo na produgéo de alimentos como
0 tofu e tempeh, alguns séo servidos como base nutricional na alimentagé&o de animais (BENNY
et al., 2016; VOIGT et al., 2016). Em processos biotecnoldgicos, algumas espécies possuem a
capacidade de produzir enzimas como amilases, inulinases, lipases, pectinases e renina
(HOFFMANN et al., 2013, ARAUJO 2018; SALES, 2018; DE PAIVA et al., 2020). Na érea
médica, algumas espécies de Mucorales sdo associadas as mucormicoses, que acometem, na
maioria dos casos, pessoas com a imunidade comprometida, como as que fizeram 0 uso
prolongado de corticoides ou as portadoras de leucemias (QUIROZ et al., 2017; FERIGATTO
et al., 2021). Essa infeccdo pode afetar varios 6rgaos, como cérebro, trato gastrointestinal e
pulmdes (KAMEI, 2000; RIBES et al., 2000; BENNY et al., 2014; WALTHER et al., 2019).

Até o presente (agosto de 2023), foram descritas 55 espécies de fungos mucoraceos
para o estado de Pernambuco (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023), sendo algumas dessas
novas e raras, encontradas em brejos de altitude (ALVES et al., 2021; LIMA et al., 2022,
SANTOS et al., 2023; CORDEIRO et al., 2023). Com relagéo a ecologia desses fungos, em
brejos de altitude, apenas trés estudos (LUNDGREN, 2021; CORDEIRO, 2023; DE LIMA,
2023) foram realizados com dados mais robustos sobre as comunidades desses fungos nesses
ecossistemas (resultados ainda ndo publicados). Dessa forma, existem muitas lacunas sobre

como as comunidades de fungos mucoraceos estdo estruturadas no solo dos brejos nordestinos,
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bem como quais e como os atributos do solo e as varidaveis ambientais influenciam as
comunidades desses fungos nesses ambientes.

Diante do exposto, esse trabalho tem como principais hipéteses: 1 — O solo dos brejos
de altitude de Brejdo e de Jenipapo, localizados em Pernambuco, exibem elevadas diversidade
e riqueza de fungos mucoréceos, incluindo taxons raros e/ou novos; 2 — Algumas variaveis do
solo, como concentragdes de P, K*, Ca?*, Na*, Mg?*, C, H* e Al, além da SB (soma de bases),
v% (saturacédo por bases em percentual), m% (saturacéo por aluminio em percentual) da matéria
organica, capacidade de troca de cations (CTC) e o pH influenciam a diversidade, abundancia
e distribuicdo das espécies de fungos mucoraceos nos solos dos brejos estudados. 3 — As
mesmas variaveis do solo podem influenciar de forma diferente a estruturacéo das comunidades

de fungos mucoraceos nos diferentes brejos de altitude.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 CLASSIFICACAO

Os fungos denominados informalmente como zigosporicos eram, até 2007, tratados
como pertencentes ao ndo natural filo “Zygomycota”, que foi desconsiderado por ser
polifilético (HIBBETT et al., 2007). A reorganiza¢do do grupo ocorreu principalmente com
base em alguns estudos filogenéticos (O’DONNELL et al., 2001; JAMES et al., 2006;
HIBBETT et al., 2007). Em 2016, um estudo em escala gendmica agrupou os fungos
zigosporicos em  dois filos parafiléticos: Mucoromycota (subfilos: Mucoromycotina,
Mortierellomycotina e Glomeromycotina) e Zoopagomycota (Entomophthoromycotina,
Kickxellomycotina e Zoopagomycotina) (SPATAFORA et al., 2016).

Em 2018, os fungos do antigo filo Zygomycota foram realocados em trés sub-reinos:
Basidiobolomyceta (filo Basidiobolomycota), Mucoromyceta (Calcarisporiellomycota,
Mucoromycota, Mortierellomycota e Glomeromycota) e Zoopagomyceta
(Entomophthoromycota, Kickxellomycota e Zoopagomycota) (TEDERSOO et al., 2018). E
releveante citar que, desses filos, apenas espécies de Glomeromycota ndo formam zigosporos.

Atualemnte a classificacdo para esses fungos foi esta associada a feita por
Wijaywardene et al. (2022), que consideraram os mesmos filos estabelecidos por Tedersoo et
al. (2018): Basidiobolomycota, Mucoromycota, Mortierellomycota, Calcarisporiellomycota,

Glomeromycota, Entomophthoromycota, Kickxellomycota e Zoopagomycota.

2.2 MUCOROMYCOTA DOWELD

O filo Mucoromycota acomoda o subfilo Mucoromycotina, com trés ordens
(Endogonales, Mucorales e Umbelopsidales), 18 familias, 64 géneros e mais de 300 espécies
(WIJAYAWARDENE et al., 2022). Endogonales possui duas familias (Densosporaceae e
Endogonaceae) e engloba sete géneros. Mucorales esta distribuida em 14 familias
(Backusellaceae, Choanephoraceae, Cunninghamellaceae, Lentamycetaceae, Lichtheimiaceae,
Mucoraceae, = Mycocladaceae, = Mycotyphaceae, = Phycomycetaceae,  Pilobolaceae,
Radiomycetaceae, Rhizopodaceae, Saksenaeaceae e Syncephalastraceae) englobando 55
géneros, e Umbelopsidales, com duas familias (Pygmaeomycetaceae e Umbelopsidaceae)
abrigadas em dois géneros (WIJAYAWARDENE et al., 2022).
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Estudos especificos sobre Mucoromycota tiveram inicio na Franca, Alemanha e Estados
Unidos, quando a classificacdo das espécies era majoritariamente baseada em caracteristicas
morfoldgicas (VAN TIEGHEM & LE MONNIER, 1873; VAN TIEGHEN, 1975, 1878;
BAINIER, 1882; SCHROTER, 1889). Com o passar dos anos, o interesse sobre esse grupo de
fungos foi aumentando, o que inspirou autores de diferentes paises a realizarem, em meados do
século XX, revisdes taxondmicas de varios géneros, utilizando ndo somente dados
morfoldgicos, como também o comportamento fisiologico das espécies, como 0 exposto nos
trabalhos de Hesseltine & Fennel (1955), Hesseltine & Ellis (1961, 1964, 1966), Schipper
(1973, 1975, 1976, 1978a,1978b, 1984), Benny & Benjamin (1975, 1976), Benjamin (1979),
Zheng & Chen (2001). Entretanto, 0 avango nos estudos de classificacdo acerca desse grupo de
fungos se deu principalmente pela utilizacdo das técnicas de biologia molecular, com o
sequenciamento de diferentes marcadores, como LSU, SSU e ITS (rDNA), RPB1, RPB2, TEF-
lao, a-tub e B-tub (HIBBETT et al., 2007; HOFFMANN et al., 2007); ZHENG et al., 2007;
ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2010; SPATAFORA et al., 2016; TEDERSOO et al., 2018;
WAGNER et al., 2019, 2020; CORDEIRO et al., 2023).

Os representantes desse filo sdo em maioria saprobios, podendo estar presentes em
diversos substratos como solo, excrementos de animais (roedores e herbivoros) e alimentos
estocados. Alguns sdo patogenos facultativos de humanos, outros animais e de plantas, e
algumas espécies sdo micoparasitas facultativas (ALEXOPOULQOS et al., 1996; SPATAFORA
et al., 2016; TEDERSOO et al., 2018; ANGELES-ARGAIZ; GARIBAY-ORIJEL, 2019;
CRUZ, 2022). As ordens desse filo abrigam espécies com morfologia e estratégias ecologicas
variadas. Espécies da ordem Umbelopsidales, por exemplo, além de saprébias do solo, podem
exibir habito endofitico (HOFF et al., 2004). Os fungos da ordem Endogonales sdo saprébios
do solo e ectomicorrizicos de plantas, assim como enddfiticos (DESIRO et al., 2017;
BONFANTE & VENICE, 2020). A ordem Mucorales abrange em sua maioria saprobios do
solo e espécies patogénicas (SPATAFORA et al., 2016; LIMA et al., 2018).

No que se refere a reproducdo dos fungos em Mucoromycota, essa ocorre mais
comumente na forma assexuada, com a producgéo de esporangiosporos dentro de esporangios,
esporangiolos e merosporangiosporos no interior de merosporangios. A reproducdo assexuada
também pode ocorrer, embora raramente, por artrosporos, brotamento de células e
clamidosporos (BENNY et al., 2014; SPATAFORA et al., 2016; LIMA et al., 2018). A
reproducdo sexuada, nesses fungos, € menos frequente do que a assexuada e ocorre por
copulacdo gametangial, com a formacao do zigosporangio, estrutura exclusiva desse grupo de

fungos, que pode exibir parede lisa, espessa ou ornamentada, com coloracdo geralmente
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castanha escura. No interior dessa estrutura, observa-se a presenca de um Unico esporo sexuado,
denominado zigosporo (BENNY et al., 2016; TEDERSOO et al., 2018). Na ordem
Endogonales, podem ser formados esporocarpos, em cujo interior sdo encontrados zigosporos.
(DESIRO et al., 2017). Em relacdo a ordem Mucorales, a reproducdo pode ocorrer tanto
assexuadamente como sexuadamente, embora essa ultima ndo tenha sido observada em
algumas espécies (BENNY et al., 2016). No seguinte topico se seguem mais informacfes da

ordem Mucorales.

2.3 MUCORALES DUMORT.

Os fungos dessa ordem sdo caracterizados pelo crescimento rapido, mesmo em
meios de cultura pobres em nutrientes (KIRCHMAIR et al., 2008; HOFFMANN et al., 2013).
Como R-estrategistas, esses fungos séo, em geral, os primeiros a colonizar substratos ricos em
acucares simples, de forma que investem energia em crescimento, reproducdo e disperséo,
garantindo a propagacao das espécies (RICHARDSON, 2008; VOIGT et al., 2014). Os fungos
mucoraceos formam micélio cenocitico, com septos delimitando estruturas reprodutivas ou
formados préximos aos pontos de ramificacdo das hifas. Esses septos também podem estar
irregularmente espacados em culturas envelhecidas (HOFFMANN et al., 2013; BENNY,
2016). Os esporangidforos ou esporoforos podem surgir diretamente do substrato ou do micélio
aéreo, sustentando, na maioria das vezes, esporangios terminais, embora esporangios laterais
também possam ser visualizados, em algumas espécies (HOFFMANN et al., 2013; BENNY et
al., 2016). Os esporangios apresentam variagcbes morfologicas sendo, na maioria das vezes,
globosos e/ou subglobosos, podendo exibir parede deliquescente, persistente ou evanescente,
lisa ou equinulada, com um numero incontavel de esporangiosporos (KIRK et al., 2008;
BENNY, 2014). Podem apresentar também, esporangiolos que sdo considerados esporangios
menores, com esporos que podem ser facilmente contados ao microscopio de luz, exibindo, em
geral, parede persistente, sendo sustentados por pedicelos que surgem dos esporangioforos ou
em espordforos curtos (com apenas esporangiolos) que surgem diretamente do meio de cultura
(HOFFMANN et al. 2013; BENNY et al. 2014). Os esporéforos também podem suportar
merosporangios, que sdo esporangios com forma alongada, geralmente cilindricos ou
claviformes, com parede evanescente ou persistente, e portam um numero contavel de
merosporagiosporos (ou merosporos) (BENNY et al., 2014; HOFFMANN et al., 2013;
WALTHER et al., 2019).
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Os fungos mucoréceos se reproduzem, tanto assexuadamente como sexuadamente,
embora essa Ultima ndo tenha sido observada em algumas espécies (BENNY et al., 2016). Os
zigosporangios dos fungos mucoraceos sdo normalmente escuros, mas podem se apresentar
amarelos, laranjas ou até vermelhos, em algumas espécies (Figura 1g), e a sua formacdo é
induzida pelo &cido trisporico, que estimula o contato das hifas geneticamente compativeis
(zigoforos), na copulacdo gametangial (BENNY et al., 2014; VOIGT et al., 2016; WALTHER
et al., 2019). A reproducdo assexuada ocorre por esporangiosporos, merosporangiosporos e
raramente por células brotantes, clamidosporos e artrosporos (HOFFMANN et al., 2013;
BENNY et al., 2014, 2016).

A ordem Mucorales acomoda a maioria das espécies do filo Mucoromycota, chegando
a mais de 320 espécies descritas (WIJAYAWARDENE et al., 2022). Embora a maioria das
espécies dessa ordem sejam saprébias do solo (SPATAFORA et al., 2016; WALTHER et al.,
2019), algumas podem causar infecgbes sistémicas, cutaneas, rino-orbitais-cerebrais e
subcutaneas, em humanos, sendo conhecidas como mucormicoses. Essas infec¢gdes comumente
acometem pessoas imunocomprometidas, com comorbidades, ou as que fizeram o uso
prolongado de corticoides. Espécies de Apophysomyces, Cokeromyces, Cunninghamella,
Lichtheimia, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus e Saksenaea normalmente sdo termofilicas
crescendo a temperatura de 37 °C, temperatura do corpo humano, sendo esse um fator de
viruléncia importante para o estabelecimento das mucormicoses (PANDEY et al., 2018).
Outras espécies sdo micoparasitas, como as de Parasitella (KAMEI, 2000; RIBES et al., 2000;
BENNY et al., 2014; BENNY, 2009; WALTHER et al., 2019), ou fitopatégenas, infectando
frutos, raizes, folhas, caules e flores, ocasionando perdas econémicas para a agricultura, como
Choanephora cucurbitarum, Gilbertella persicaria, Mucor piriformis e Rhizopus stolonifer
(HOFFMANN et al., 2007; ALVAREZ et al., 2011; BENNY et al., 2014; SANTIAGO et al.,
2014; KHUNA et al., 2019).

A principal funcdo ecoldgica dos fungos mucoraceos é o processo de biodegradacao de
material orgénico, vegetal ou animal, liberando enzimas no substrato para quebra dos alimentos
(SANTIAGO & SOUZA-MOTTA, 2006; DE SOUZA, 2018), de forma que esses fungos atuam
ativamente nos processos de ciclagem de nutrientes, sendo responsaveis pela troca de nitrogénio
e carbono nos ecossistemas (LIMA et al., 2018). Ainda que espécies de Mucorales sejam em
maioria mesofilicas, exibindo crescimento 6timo com esporulacdo em temperaturas entre 20 e
30 °C, algumas sdo termotolerantes, como as dos géneros citados no paragrafo anterior
(SANTIAGO et al., 2013).
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Os fungos mucoraceos possuem grande importancia na industria alimenticia, servindo
de alimentos para animais, ja que possuem um alto teor nutricional, além de serem utilizados
pela culinéria asiatica na fermentacdo de alimentos (VOIGT et al., 2016; BENNY et al., 2016).
No que se refere a taxonomia, essa ordem passou por mudancas consideraveis nos ultimos anos.
O homotalismo, a forma das células suspensoras e a formacéo de esporangiolos ndo sdo mais
consideradas caracteristicas taxonomicamente cruciais para determinar as espécies dessa ordem
(WALTHER et al., 2019). Além disso, estudos moleculares e filogenéticos tornaram-se cada
vez mais importantes para delimitacdo de espécies, sendo as regides do rDNA (ITS e LSU) as
mais utilizadas para identificacdo desses fungos (WALTHER et al., 2013).

A ordem Mucorales abrange cerca de 55 géneros, sendo 0s mais comuns no solo:
Absidia (Figura 1a), Cunninghamella (Figura 1b) Backusella (Figura 1c), Gongronella (Figura
1d), Mucor (Figura 1e) e Rhizopus (Figura 1f) (LIMA, 2023; CORDEIRO, 2023).

Figura 1. Alguns géneros de Mucorales encontrados comumente em amostras de solo a) Absidia:
Esporangiéforo com esporangio globoso para piriforme. b) Cunninghamella: Espordforo com ramificages
simples e vesiculas laterais clavadas e vesicula axial globosa com esterigmas aparentes. ¢) Backusella:
Esporoforo com ramificagdo simpodial e esporangiolos multiesporados. d) Gongronella: Esporangitforo
surgindo de hifa &rea com esporangio globoso e apdfise destacada. €) Mucor: Esporangiéforo simples com
esporangio globoso. f) Rhizopus: Esporangiéforo com esporangio rompido liberando esporangiosporos e
columela deformada. g) Zigosporo: com células suspensoras. Escala =25 pm.

a b c |
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Fonte: A autora (2023).

2.3.1 Absidia Tiegh.

Absidia pertence a familia Cunninghamellaceae (WIJAYAWARDENE et al.,
2022). Espécies desse género sdo predominantemente saprébias, frequentemente isoladas de
solo, de excrementos de animais, serrapilheira e de outros substratos em decomposic¢ao (VAN
TIEGHEM, 1878; BENNY, 2010; CRUZ, 2022).

Esses fungos formam esporangioforos a partir de estolées, porém nunca opostos
aos rizoides (VAN TIEGHEM, 1878). Os esporangios sdo subglobosos ou piriformes, com
parede deliquescente, e englobam columelas apofisadas e com formas variadas: conicas,
subglobosas, hemisféricas, em forma de morango ou de figo. Essas columelas podem exibir de
uma a trés projec@es filiformes, bulbosas e cénicas, no seu apice (CORDEIRO et al., 2020;
LIMA et al., 2020; LEITAO et al., 2021). Os esporangiosporos sdo hialinos e sem estrias,
comumente cilindricos, globosos ou subglobosos (VAN TIEGHEM, 1878; HOFFMANN et al.,
2007). Por reproducdo sexuada, sdo produzidos 0s zigosporos, em zigosporangios, cujas células
suspensoras sdo providas de apéndices (HOFFMANN et al., 2007).

Espécies de Absidia foram tradicionalmente classificadas com base na morfologia
dos esporangiosporos cilindricos (HESSELTINE & ELLIS, 1964), globosos (ELLIS &
HESSELTINE, 1965) e ovoides (ELLIS & HESSELTINE, 1966). Entretanto, Hoffmann et al.
(2007) realizaram uma revisdo do género e, com base na filogenia, morfologia e fisiologia,
classificaram as espécies, até entdo consideradas como Absidia, em: mesofilicas, com
crescimento 6timo em temperaturas entre 25 e 34 °C, micoparasitas de outros géneros, com
crescimento ideal entre 14 e 25 °C, e termotolerantes, que exibem crescimento em temperaturas
elevadas, de 37 a 45 °C. Em seguida, Hoffmann & Voigt (2009) mantiveram somente as
espécies mesofilicas no género Absidia, sendo as espécies micoparasitas e termotolerantes
transferidas, respectivamente, para Lentamyces e Lichtheimia. Atualmente, 76 espécies de
Absidia sdo aceitas (www.speciesfungorum.org) e, dessas, 14 foram reportadas para o Brasil:
A. aguabelensis, A. bonitoensis, A. caatingaensis, A. cylindrospora, A. cornuta, A.
montepascoalis, A. multispora, A. pararepens, A. pseudocylindrospora, A. pernambucoensis,
A. repens, A. spinosa, A. saloaensis e A. variicolumellata (LIMA et al., 2016; CORDEIRO et
al., 2020, 2021; LIMA et al., 2020, LIMA et al., 2021; LEITAO et al., 2021; FREITAS et al.,
2022), isoladas de diferentes dominios, Mata Atlantica, Caatinga e de brejos de altitude, em

Pernambuco.
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Dentre as espécies do género, destaca-se A. cylindrospora, que tem importancia
biotecnoldgica, pois é eficaz na producgdo de proteases de interesse na industria alimenticia e
farmacéutica. Uma vez testada, essa espécie foi capaz de remover cadmiun, cobre e chumbo
sob condi¢tes experimentais (CARDOSO et al., 2017; ALBERT et al., 2018). A. glauca Hagem
e A. spinosa Lendn foram reportadas como endofiticas (ANGELINI et al., 2012; PANCHER et
al., 2012; ASHKEZARI & FOTOUHIFAR, 2017; BHATTACHARYYA et al., 2017; MARAK
& KAYANG, 2018).

2.3.2 Backusella Hesselt. & J.J. Ellis

Backusella pertence a familia Backusellaceae (WIJAYAWARDENE et al., 2022).
Esse género compreende espécies saprdbias, encontradas em excrementos de herbivoros,
serapilheira, solo, invertebrados e sapos (BENNY & BENJAMIN, 1975; KIRK, 2012; LIMA
et al., 2016; WALTHER et al.,, 2013; NGUYEN & LEE, 2018; NGUYEN et al., 2021,
URQUHART et al., 2021). Segundo Ellis & Hesseltine (1969), espécies de Backusella exibem
caracteristicas morfologicas semelhantes as de Mucor, como a formacao de esporangioforos
com esporangios terminais, de parede deliquescente, além de esporangiolos uni e/ou
multiesporados, de parede persistente (BENNY & BENJAMIN, 1975; KIRK, 2012; LIMA et
al., 2016). No entanto, em Backusella, sdo formados esporéforos longos, que sdo curvados
guando jovens e eretos, quando maduros. Esses podem exibir pedicelos dispostos lateralmente
que portam esporangiolos uni e/ou multiesporados. Esporoforos curtos também podem ser
observados crescendo proximos ao meio de cultura, os quais formam apenas esporangiolos uni
e/ou muliesporados (BENNY, 2005; WALTHER et al., 2013; DE SOUZA et al., 2014).

Tradicionalmente, as espécies de Backusella foram incluidas por Von Arx (1970)
em Mucoraceae, Choanephoraceae e em Thamnidiaceae. Entretanto, um ano mais tarde,
Pidoplichko & Milko (1971) agruparam todas as espécies em Thamnidiaceae, com base na
formagdo de esporangiolos uniesporados e/ou multiesporados, que sdo caracteristicas
semelhantes as observadas em Thamnidium. Por produzirem simultaneamente esporangios e
esporangiolos, uni e/ou multiesporados, Benny & Benjamin (1975) agruparam em Backusella:
B. circina Ellis & Hesselt, B. ctenidia (Durrell & M. Fleming) Pidopl. & Milko ex Benny &
R.K. Benj. e B. lamprospora Benny & Benj.

Em um trabalho de revisdo sobre a ordem Mucorales, Walther et al. (2013), com
base em caracteristicas genéticas (regides LSU e ITS do rDNA) e morfofisioldgicas,

transferiram para Backusella todas as especies de Mucor que formavam esporangioforos
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curvados, quando jovens, e eretos, na maturidade, e que também foram agrupadas distantemente
das outras espécies de Mucor, nas arvores ITS e LSU geradas. Esses mesmos autores
transferiram B. ctenidia para Mucor [Mucor ctenidius (Durrell & M. Fleming) Walther & de
Hoog] (WALTHER et al., 2013).

Urquhart et al. (2021) isolaram e descreveram 10 novas espécies de Backusella na
Austrélia. Atualmente, o género abriga 36 espécies, tendo algumas destas sido recentemente
descritas: B. brasiliensis, B. chlamydospora, B. dichotoma, B. gisgaspora, B. koreana, B.
moniliformis, B. ovalispora, B. obliqua, B. pernambucoensis, B. solicola e B. thermophila
(NGUYEN et al., 2021; DE LIMA et al., 2022; HURDEAL et al., 2022; CORDEIRO et al.,
2023). Para o Brasil, foram registradas B. azygospora, B. brasiliensis, B. constricta, B.
gigacellularis, B. lamprospora, B. obliqua e B. pernambucensis (DE SOUZA et al., 2011; DE
SOUZA et al., 2014; LIMA et al., 2016; CROUS et al., 2019; DE LIMA et al., 2022;
CORDEIRO et al., 2023).

2.3.3 Cunninghamella Matr.

Cunninghamella pertence a familia Cunninghamellaceae (WIJAY AWARDENE et
al., 2022). Espécies desse género podem ser observadas no solo, frutos, grdos estocados e
excrementos de herbivoros, sendo algumas causadoras de infecgbes em individuos
imunocomprometidos, principalmente em diabéticos sem controle da glicemia e portadores de
doencas hematoldgicas (YU et al., 2015). As espécies desse género apresentam crescimento
rapido e formam coldnias flocosas ou granulosas, de coloracdo branca ou pélida, cinzas-claras
ou escuras (ZHENG & CHEN, 2001).

Espécies de Cunninghamella produzem esporangiolos unisporados em pedicelos
presentes nas vesiculas localizadas no apice de esporéforos (ZHENG & CHEN, 2001;
WALTHER et al., 2013), sendo esses ultimos eretos, simples ou ramificados em padrdes que
variam, entre monopodiais, simpodiais, verticilados, pseudoverticilados ou com ramificagoes
de tamanhos diferentes. As vesiculas podem ser globosas, subglobosas, clavadas ou de forma
irregular. As hifas s@o cenociticas, entretanto com septacdo irregular surgindo com o
envelhecimento das col6nias. EstolGes e rizoides sdo formados (ZHENG & CHEN, 2001).

Tradicionalmente, a identificacdo das espécies de Cunninghamella era realizada,
principalmente, com base em caracteres morfoldgicos macro e microscopicos, como coloracdo

e aspecto das colbnias, tamanho e pigmentacdo das vesiculas, forma e tamanho dos
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esporangiolos e pedicelos, bem como pelo padrdo de ramificacdo dos esporéforos (ZHENG &
CHEN, 2001).

Atualmente, as técnicas moleculares e filogenéticas tém contribuido para a descricdo de novas
espeécies para o género (GUO et al., 2015). Nos ultimos anos, algumas espécies foram descritas:
C. arunalokei, C. globospora, C. guizhouensis, C. saisamornae, C. verrucosa (ZHANG et al.,
2020; HALLUR et al., 2021; ZHAO et al., 2021; SUWANNARACH et al., 2021; WANG et
al., 2022).

Em um trabalho monogréafico, realizado por Zheng e Chen (2001), foram
consideradas 12 espécies e quatro variedades de Cunninghamella: C. bertholletiae, C. elegans,
C. binariae, C. blakesleeana, C. clavata, C. homothallica, C. intermedia, C. multiverticillata,
C. phaeospora, C. septata, C. vesiculosa, C. echinulata var. antarctica, C. echinulata var.
echinulata, C. echinulata var. nodosa e C. echinulata var. verticillata. Recentemente, sete
novas espécies foram descobertas: C. bigelovii, C. gigacellularis, C. guizhouensis, C.
arunalokei, C. globospora, C. saisamornae e C. verrucosa (GUO et al., 2015; HYDE et al.,
2016; ZHANG et al., 2020; HALLUR et al., 2021; SUWANNARACH et al., 2021; ZHAO et
al., 2021b; WANG et al., 2022).

Algumas espécies de Cunninghamella sintetizam metabdlitos secundéarios, como
acidos graxos insaturados, o-amirina e -sitosterol, com fun¢des antifingicas e antibacterianas
(CHA et al., 2001; ALASMARY etal., 2020; ELKHATEEB et al., 2021; ZHAO et al., 2021a).
Algumas espécies, como C. bertholletiae, C. elegans e C. echinulata sdo agentes oportunistas
e causam mucormicoses em pacientes imunocomprometidos (SU et al., 2016) com infeccGes
severas (GONZALEZ-ABAD & SANZ, 2013), atacando as vias respiratorias dos infectados
(CARCELLER et al., 2014). No entanto, algumas espécies possuem potencial biotecnoldgico
com relacdo a producdo de biossufactantes/bioemulsificantes (SILVA, 2014), inulinases
(SANTIAGO & SOUZA-MOTTA, 2006), tanases (PAIVA, 2019) e nos processos de
biorremediagdo de solo, com a retirada de compostos toxicos derivados dos hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (BABU et al., 2019) e no tratamento de efluentes (DE OLIVEIRA
CARVALHO et al., 2019).

No Brasil, foram registradas nove espécies e trés variedades deste género: C.
bainieri, C. bertholletiae, C. blakesleeana, C. clavata, C. echinulata var. antactica, C.
echinulata var. echinulata, C. echinulata var. verticilata, C. elegans, C. gigacellularis, C.
phaeospora e C. vesiculosa (TRUFEM, 1981; SANTOS et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2013;
SANTIAGO etal., 2013; ALVES, 2016; HYDE et al., 2016; ALVES et al., 2017; LIMA, 2018;
DE SOUZA, 2019).
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2.3.4 Gongronella Ribaldi

Gongronella pertence a familia Cunninghamellaceae (WIJAYAWARDENE et al.,
2022). As espécies desse género formam coldnias de crescimento lento, compostas por hifas
hialinas, com rizoides e estoldes pouco desenvolvidos. Os esporangioforos sdo eretos ou
recurvados, ramificados e septados, e 0s esporangios sdo globosos, com parede deliquescente
ou resistente (BENNY, 2005). As columelas tém tamanhos reduzidos e sdo globosas,
subglobosas, com apdfises proeminentes, podendo ser globosas, subglobosas, elipticas ou
campanuladas. Os esporangiosporos sao hialinos, elipticos, em forma de rim ou de gota de agua.
Os zigosporangios sao negros, ornamentados e com células suspensoras opostas, sem apéndices
(HESSELTINE & ELLIS, 1964).

Ribaldi (1952) observou que as principais caracteristicas morfoldgicas desse género
eram a presenca de columelas reduzidas e de apofises bem proeminentes. Esse mesmo autor
reportou G. urceolifera (atualmente G. butleri Lendn.) como a Unica espécie do género
Gongronella. Posteriormente, foi observado que a mesma compartilhava caracteristicas
semelhantes as das espécies descritas em Absidia, como a formacao de uma apofise abaixo do
esporangio, propondo que a espécie fosse sindnima de A. butleri Lendn. (ADAMCIK et al.,
2015). Peyronel & Dal Vesco (1955) e Pici (1955) transferiram A. butleri para Gongronella,
com base na presenca de uma apo6fise semelhante a observada na espécie tipo e a sinonimizaram
com G. butleri. Alguns anos depois, G. lacrispora foi descrita por Hesseltine & Ellis (1961).

Espécies de Gongronella exibem grande importancia na biotecnologia, por serem
boas produtoras de enzimas, como amilases e xilanase, enzimas relacionadas desde a producéo
de xaropes a producdo de etanol e bebidas (STREIT et al., 2009; SANTOS et al., 2016;
CAVALHEIRO et al., 2017), além de terem potencial para serem utilizadas em processos de
biorremediagdo de areas poluidas com metalaxil, um fungicida capaz de contaminar os lencdis
fredticos (MARTINS et al., 2013).

Sdo conhecidas 16 espécies para esse género:G. banzhaoae, G. brasiliensis, G.
butleri, G. chlamydospora, G. eborensis, G. guangdongensis, G. hydei, G. koreana, G.
lacrispora, G. multispora, G. namwonensis, G. orasabula, G. pamphilae, G. pedratalhadensis,
G. sichuanensisg e G. zunyiensis (SPECIES FUNGORUM, 2023; DOILOM et al., 2020). Para
0 Brasil, apenas foram isoladas G. brasiliensis (TIPBPROMMA et al., 2017), G. butleri
(ALVES, 2016; LIMA, 2018; DE SOUZA, 2019), G. lacrispora (UPADHYAY, 1969) e G.
pedratalhadensis (FREITAS et al., 2020).
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2.3.5 Mucor Fresen.

Mucor pertence a familia Mucoraceae (WIJAYAWARDENE et al., 2022). As
espécies de Mucor crescem rapidamente em meios de cultura e formam esporangiéforos
simples ou simpodialmente e/ou monopodialmente ramificados, com esporangios terminais
globosos e/ou subglobosos, bem como columelas de formas variadas: globosas, subglobosas,
obovoides, elipticas, piriformes e coénicas. Em algumas espécies, clamidosporos e
zigosporangios podem estar presentes (SCHIPPER, 1978). Esporangiosporos séo lisos ou,
menos comumente, de parede levemente rugosa, de formas variadas. Raramente, séo
observados rizoides, e estoldes nao sdo observados (SCHIPPER 1978; BENNY et al., 2014).

Schipper (1973, 1975, 1976, 1978) em trabalhos monograficos de Mucor,
descreveu 39 espécies, quatro variedades e 11 formas, organizando as espécies nos seguintes
grupos: M. mucedo, M. flavus, M. racemosus e M. amphibiorum. Posteriormente, o género
ganhou mais um grupo, M. hiemalis, além de ter tido algumas das espécies transferidas para
Backusella, enquanto espécies de Zygorhynchus foram transferidas para Mucor (WALTHER et
al., 2013). Além da morfologia, estudos filogenéticos e técnicas moleculares tém contribuido
para a proposicdo de novas espécies. Jacobs & Botha (2008) descreveram uma nova espécie,
M. renisporus K. Jacobs & Botha, enquanto Alvarez et al. (2011), descreveram duas novas
espécies: M. velutinosus E. Alvarez, Stchigel, Cano, Deanna A. Sutton & Guarro e e M.
ellipsoideus E. Alvarez, Cano, Stchigel, Deanna A. Sutton & Guarro, com base em estudos
moleculares. Walther et al. (2013), ap6s um estudo filogenético abrangente (regides LSU e ITS
rDNA), sinonimizaram essa Gltima espécie com M. ardhlaengiktus B.S. Mehrotra & B. M.
Mehrotra. Também com o uso do sequenciamento de marcadores do rDNA, novas espécies de
Mucor foram descritas nos ultimos anos: M. Caatinguensis (A.L. Santiago, C.A.F. de Souza &
D.X. Lima 2016), M. Koreanus (Hyang B. Lee, S.J. Jeon & T.T. Nguyen), M. merdicola (LI et
al., 2016), M. souzae (DE SOUZA et al., 2018), M. pernambucoensis ( DE LIMA et al., 2018),
M. septatum (DE SOUZA et al., 2018), M. circinatus (LIMA et al., 2017), M. aseptatophorus,
M. chiangraiensis (HURDEAL et al., 2021), M. grylli, M. hyangburmii e M. kunryangriensis
(NGUYEN & LEE, 2022) .

Wagner et al. (2020) realizaram uma revisdo do complexo de espécies M.
circinelloides e propuseram cinco novas espécies: M. amethystinus, M. atramentarius, M.
pseudolusitanicus, M. pseudocircinelloides e M. variicolumellatus. O complexo M.

circinelloides abriga espécies causadoras de mucormicoses em pacientes imunocomprometidos
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(WAGNER et al., 2019; WAGNER et al., 2020). Mucor circinelloides produz carotendides a
partir de [3-caroteno por dioxigenases (ALCALDE et al., 2019), enquanto M. indicus pode
produzir etanol (MOLAVERDI et al., 2019) e M. subtilissimus foi citada como produtora de
derivados da betulina (LI et al., 2019).

As espécies do género Mucor s8o comumente encontradas em excrementos de
animais, solo, vegetais em decomposic¢édo e em plantas. Como o supracitado, algumas causam
infeccbes em humanos, anfibios, bovinos e suinos, como M. circinelloides, M. indicus, M.
ramosissimus, M. irregularis e M. amphibiorum (LIANG et al., 2018; GARCIA-SEPULVEDA
etal., 2017). Para esse género, 92 espécies sao conhecidas (WIJAYAWARDENE et al., 2022).

Para o Brasil, foram reportadas 38 espécies de Mucor, incluindo seis novas: M.
merdicola, M. caatinguensis (LIMA et al., 2016), M. pernambucoensis (LIMA et al., 2018), M.
septatum (DE SOUZA et al., 2018), M. souzae (CROUS et al., 2018) e M. merdophylus (LIMA
et al., 2020).

2.3.6 Rhizopus Ehrenb.

Rhizopus pertence a familia Rhizopodaceae (WIJAYAWARDENE et al., 2022). As
espécies de Rhizopus apresentam crescimento rapido, formando coldnias brancas, com pontos
escuros, ou cinzas, correspondentes aos esporangios, com apofise discreta, formados no apice
do esporangioforos, simples ou ramificados, que surgem do micélio aéreo ou do estoldo.
Rizoides sdo frequentes, sendo comumente opostos ao esporangio. Os zigosporangios,
estruturas de reproducéo sexuada, sdo geralmente negros e com paredes ornamentadas, e as
células suspensoras ndo possuem apéndices (ZHENG et al., 2007; BENNY, 2009). Os
esporangiosporos, a depender da espécie, podem ou ndo exibir estrias longitudinais (ZHENG
et al., 2007).

Esse género foi classificado em trés grupos: R. stolonifer, R. oryzae e R.
microsporus, por SCHIPPER (1984) e SCHIPPER & STALPERS (1984), com base nas
caracteristicas morfoldgicas e nas temperaturas maximas de crescimento das espécies. Zheng
etal. (2007), ao revisarem o género, com base na morfologia e nas temperaturas de crescimento,
descreveram dez espécies e nove variedades de Rhizopus. Em seguida, Liu et al. (2008)
propuseram a sinonimizacéo de R. arrhizus var. rouxii (Calmette) J.J. Ellis com R. arrhizus var.
arrhizus e de R. microsporus var. oligosporus (R. oligosporus) com R. arrhizus var. arrhizus.
Rhizopus tonkinensis Vuill. e R. azygosporus G.F. Yuan & S.C. Jong. receberam novas

combinagdes: R. arrhizus var. tonkinensis (Vuill.) R.Y. Zheng & X.Y. Liu e R. microsporus
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var. azygosporus (G. F. Yuan & S. C. Jong.). Além disso, ap6s a realizacdo de analises
morfologicas, fisiologicas e genéticas, além da espectrometria de massa (MALDI-ToF),
chegou-se a conclusao que todas as variedades de R. microsporus sdo sinbnimas e devem ser
citadas como R. microsporus (DOLATABADI et al., 2014).

Espécies desse género estdo associadas a casos de mucormicose, em pessoas com
baixa imunidade (WALTHER et al., 2019; WAGNER et al., 2019). Algumas espécies, como
R. microsporus esta relacionada com a fermentacdo de alimentos (LUCKE et al., 2019),
enquanto R. stolonifer € um comum deteriorador de frutos, hortalicas, legumes e produtos
estocados (HERNANDEZ-LAUZARDO et al., 2006).

Atualmente, 13 espécies de Rhizopus sdo aceitas (ABE et al., 2010; L1 et al., 2016;
SPECIES FUNGORUM, 2023; WIJAYAWARDENE et al., 2022). No Brasil, foram isolados
R. arrhizus, R. homothallicus, R. microsporus e R. stolonifer, (LIMA et al., 2018; FLORA E
FUNGA DO BRASIL, 2023).

2.4 0S FUNGOS MUCORACEOS ISOLADOS DO SOLO DE BREJOS DE ALTITUDE DE
PERNAMBUCO

A regido nordeste do Brasil exibe fracGes de florestas Umidas denominadas de
brejos de altitude, que sdo areas elevadas, isoladas e circundadas pela Caatinga (ARAUJO
FILHO et al., 2000). Essas areas apresentam condicdes privilegiadas quanto a umidade do solo
e do ar, temperatura e cobertura vegetal, quando comparadas as regifes secas da Caatinga,
servindo como reflgios para espécies de mata itmida dentro do semiarido (ANDRADE-LIMA,
1982). Os brejos de altitude, possuem uma diversidade de organismos que podem ser
encontrados na amazonia e espécies serranas do sul e sudeste do Brasil (MARQUES et al.,
2014).

Alguns trabalhos relacionados a diversidade dos fungos Mucoromycota reportaram
68 espécies, até 0 momento, em solo de brejos de altitude de Pernambuco, incluindo espécies
novas e primeiras ocorréncias para esse ecossistema (CORDEIRO et al., 2020; DE SOUZA et
al., 2020; LIMA et al., 2020; DE LIMA et al., 2021; ALVES et al., 2021; ALVES, 2021,
LEITAO et al., 2021; CORDEIRO et al., 2022; DE LIMA et al., 2022).

Santiago e Maia (2010) registraram, pela primeira vez para o Brasil, do solo do
Municipio de Triunfo, Apophysomyces elegans. Nesta mesma area, Santiago et al. (2013)
reportaram oito espécies dos géneros Absidia, Cunninghamella, Lichtheimia, Mucor e
Syncephalastrum. Alves (2016) isolou 23 taxons de Mucorales em trés brejos de altitude

pernambucanos, sendo 13 na Serra dos Cavalos e 21 no brejo de Jenipapo, pertencentes aos
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géneros Absidia, Cunninghamella, Gongronella, Mucor e Rhizopus, e 16 em Serra Negra,
pertencentes a Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia e Rhizopus. Gongronella
brasiliensis foi descrita pela primeira vez a partir de amostras de solo coletadas em Taquaritinga
do Norte (TIBPROMMA et al., 2017).

Alves et al. (2017) isolaram de solo da Serra dos Cavalos, Cunninghamella clavata,
sendo essa a primeira ocorréncia dessa espécie para o Brasil. De Souza et al. (2018) isolaram,
do solo do Brejo da Madre de Deus, e descreveram pela primeira vez, Mucor septatum. Souza
et al. (2018) também descreveram uma nova espécie, Mucor souzae (CROUS et al., 2018),
isolada do Municipio de Triunfo. De Lima et al. (2018a) isolaram e descreveram uma nova
espécie, Mucor pernambucoensis, do solo da cidade de Bonito. De Lima (2018b) isolou, de
solos do brejo da Serra de Bonito e brejo do Sitio da Palmeira, 39 espécies de Mucorales
distribuidas entre Absidia, Actinomucor, Backusella, Cunninghamella, Gongronella,
Lichtheimia, Mucor, Rhizopus e Syncephalastrum.

De Souza (2019) isolou, de amostras de solo de trés brejos de altitude, 70 tdxons de
Mucoromyceta, sendo 28 do brejo da Serra do Bituri, pertencentes a Absidia, Backusella,
Cunninghamella, Gongronella, Mortierella, Mucor, Rhizopus e Umbelopsis; 28 taxons do brejo
de Taquaritinga do Norte, pertencentes a Absidia, Actinomucor, Backusella, Cunninghamella,
Gongronella, Mortierella, Mucor e Rhizopus; e 19 taxons do brejo do Sitio Carro Quebrado,
distribuidos entre Absidia, Actinomucor, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia,
Mortierella, Mucor, Rhizopus e Syncephalastrum.

Crous et al. (2019) reportaram uma nova espécie, Backusella azygospora, isolada
de amostras de solo do municipio de Salod. Dessa mesma &rea, foram isoladas e descritas, pela
primeira vez, Absidia multispora e A. saloaensis (CROUS et al., 2019; CORDEIRO et al.,
2020). Mucor variicolumellatus foi reportado como primeira ocorréncia para a regiao
Neotropical, tendo sido isolado de amostras de solo do brejo de altitude de Taquaritinga do
Norte (DE SOUZA et al., 2020).

Lima et al. (2020) descreveram Absidia cornuta de uma area de brejo de altitude
em Garanhuns, enquanto de Lima et al. (2021) descreveram A. bonitoensis, isolada de solo do
Brejo de Bonito. Backusella gigacellularis, isolada durante um levantamento de fungos
mucoraceos no Brejo da Serra do Benedito, foi reportada como primeira ocorréncia para o
nordeste brasileiro por Alves et al. (2021). Ainda nesse mesmo ano, Alves (2021) isolou 29
taxons de Mucorales de solos de brejos de altitude pernambucanos, sendo 19 da Serra do
Jardim, distribuidos entre Absidia, Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Mucor e

Rhizopus; 17 na Serra do Vento, pertencentes a Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia,
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Mucor, Rhizopus e Syncephalastrum; 22 espécies foram obtidas do solo da Serra do Benedito,
distribuidas entre Absidia, Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Mucor e Rhizopus.

Leitdo et al. (2021) descreveram Absidia aguabelensis J, isolada dos brejos de
altitude da Serra do Comunaty e da RPPN do Benedito, de onde foram isoladas outras 44
espécies e trés variedades de Mucoromycota (Leitdo, 2021). Os géneros de Mucorales presentes
nesse Ultimo estudo foram Absidia, Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Mucor,
Rhizopus e Syncephalastrum.

Cordeiro (2023) reportou, no brejo de altitude da RPPN Reserva Natural Brejo, 54
espécies e seis variedades de Mucoromycota, pertencentes a Absidia, Backusella,
Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia, Mucor, Rhizopus e Umbelopsis. Trinta e duas
espécies e quatro variedades de Mucoromycota foram isoladas do solo do brejo de Taquaritinga
do Norte, pertencentes a Absidia, Backusella, Circinella, Cunninghamella, Gongronella,
Mucor, Rhizopus e Umbelopsis.

De Lima (2023) identificou, no brejo Serra do Comunaty, 24 espécies e quatro
variedades de Mucorales, pertencentes aos géneros Absidia, Backusella, Cunninghamella,
Gongronella, Lichtheimia, Mucor, Rhizopus e Syncephalastrum. Da Serra do Ororubd, foram
identificadas 33 espécies e uma variedades de Mucorales, pertencentes aos géneros Absidia,
Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Lichtheimia, Mucor, Rhizopus e Thamnostylum. De
Lima et al. (2022) descreveram Backusella brasiliensis C.L. Lima, Hyang B. Lee & A.L.
Santiago e Backusella obliqua C.L. Lima, J.D. Leitdo, Hyang B. Lee & A.L. Santiago, do solo

dos brejos de Mimoso e Aguas Belas.



36

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Conhecer como as comunidades de fungos mucoraceos estdo estruturadas no solo de
dois diferentes brejos de altitude de Pernambuco, avaliando as possiveis influéncias dos
atributos quimicos do solo, da temperatura (ar e solo) e da pluviosidade na estruturacao dessas

comunidades.

3.2 ESPECIFICOS
|- Conhecer as comunidades fungos mucoraceos no solo de dois brejos de altitude;

Il — Determinar a a-diversidade de espécies de fungos nos brejos, enfatizando as métricas de

frequéncia de ocorréncia, abundancia relativa e os indices de diversidade;

Il —Avaliar a influéncia das principais varidveis quimicas do solo, da temperatura (ar e solo) e
a da pluviosidade sobre a estrutura das comunidades dos fungos mucoraceos dos brejos

estudados;

IV — Comparar os dois brejos de altitude visitados quanto a riqueza de espécies e diversidade

de fungos mucoraceos;
V —Descrever, ilustrar e publicar as espécies novas, raras e primeiras ocorréncias para o Brasil

e/ou para América do Sul;

VI - Contribuir com a preservacao ex situ (no herbario URM, na Micoteca URM e no GenBank)

da diversidade e do patriménio genético dos fungos mucoraceos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 AREAS DE COLETA
4.1.1 Brejéo - PE

O brejo de Brejao localiza-se no Municipio de Brejdo (9°1'44"S 36°34'26"W), que
se estende por 159,8 kmz2 e faz fronteira com os municipios de Terezinha, Garanhuns e Lagoa
do Ouro, situando-se a 18 km ao sul-oeste de Garanhuns, a 754 metros de altitude, esta situado
na mesorregido do agreste pernambucano e microrregido de Garanhuns, com 8.993 habitantes
(CIDADE-BRASIL, 2023) (Figura 2). A vegetacdo local é formada por florestas subcaducifélia
e caducifdlia (Figura 3). O clima € do tipo tropical chuvoso, com verao seco. A estacdo chuvosa
se inicia em janeiro/fevereiro, com término em setembro/outubro (MME, 2005a), com
temperatura média anual € de 19.5 °C, ao longo do ano, e precipitagdo média anual de 780 mm

(Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Meio Ambiente de Pernambuco, 2006).

Figura 2. Localizacdo do ponto de coleta no Municipio de Brejdo (Brejéo - PE, Brasil). A. Mapa da América do
Sul com o estado de Pernambuco em verde escuro. B. Mapa do estado de Pernambuco. C. Mapa do municipio de

Brejdo com destaque do local de coleta em vermelho.
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Figura 3. Aspecto da vegetacdo do Brejo de altitude de Brejéo.

Fonte: A autora (2023).

4.1.2 Sanharo -PE

O brejo de Jenipapo esta localizado no municipio de Sanhar6 (8°17'08.6" S 36°30'53.9"
W), na unidade geoambiental do Planalto da Borborema, formada por macicos e outeiros altos,
com altitude variando entre 650 e 1.000 m, localizado a 198,2 km do Recife, situado na
mesorregido do agreste pernambucano, microrregido vale do Ipojuca, com mais de 27 mil
habitantes (Figura 4). A vegetacédo local é formada por florestas subcaducifolia e caducifolia
(Figura 5). O clima é do tipo tropical chuvoso, com verdo seco. A estacdo chuvosa se inicia em
janeiro/fevereiro, com término em setembro, podendo se estender até outubro. A temperatura

média anual é de 31°C, com precipitacdo média anual de 496,23 mm (MME, 2005b).

Figura 4. Localizagdo do ponto de coleta no Municipio de Sanhar6 (Sanhar6 - PE, Brasil). A. Mapa da América
do Sul com o estado de Pernambuco em verde escuro. B. Mapa do estado de Pernambuco. C. Mapa do municipio

de Sanhar6 com destaque do local de coleta em vermelho.
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4.2 DADOS PLUVIOMETRICOS E DE TEMPERATURAS DO MUNICIPIO E DO SOLO

Os dados de precipitagdo pluviométrica e as médias de temperatura de cada municipio

(Tabelas 1 e 2), referentes aos meses de coleta, foram fornecidos pela Agéncia Pernambucana

de Aguas e Clima (APAC) (https://www.apac.pe.gov.br/). As temperaturas das amostras solo

foram aferidas para os cinco quadrantes, em cada coleta (Tabela 1 e 2), em ambos 0s brejos de

altitude visitados, utilizado um termdmetro de solo.
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Tabela 1. Dados de precipitagao pluviométrica e da temperatura no municipio de Brejao, Pernambuco.

Acumulado 10 dias 2 dias No dia | Temperatura | Temperatura
Coleta do més antes da antesda | dacoleta | média mensal média do
coleta coleta do ar solo
1 - Ago/2021 164 mm 10,5 mm 0 mm 0 mm 20 °C 22 °C
2 — Out/2021 19.6 mm 0mm 0mm 0mm 27 °C 22 °C
3 —Dez/2021 58 mm 0mm 0mm 0mm 25°C 24 °C
4 — Fev/2022 0mm 0mm 0mm 0mm 24 °C 23°C

Fonte: A autora (2023).

Tabela 2. Dados de precipitagdo pluviométrica e da temperatura no municipio de Sanharé, Pernambuco.

Acumulad 10 dias 2 dias No dia | Temperatura | Temperatura
Coleta 0 do més antes da antesda | dacoleta | média mensal | média do solo
coleta coleta do ar
1 — Set/2021 12.4 mm 0mm 0mm 0mm 27 °C 22 °C
2 —0ut/2021 1.5 mm 0mm 0mm 0mm 27 °C 24 °C
3 —Dez/2021 68 mm 0mm 4.8 mm 0mm 27 °C 26 °C
4 — Abr/2022 48.2 mm 6.0 mm 0mm 0mm 26 °C 22 °C

Fonte: A autora (2023).

4.3. COLETAS DAS AMOSTRAS DE SOLO

Foram realizadas quatro expedi¢cfes para coleta de solo, em cada um dos brejos
anteriormente citados, entre 2021 e 2022 (Tabela 3). Em cada area (brejo), cinco quadrantes de
25 m? (5 x 5 m) foram distribuidos aleatoriamente, respeitando-se a distancia minima de 20 m
entre eles (Figura 6). Em cada quadrante, dez subamostras de solo foram retiradas com o auxilio
de uma espatula, esterilizada, em uma profundidade de 5 cm, que totalizaram 50 subamostras
de solo para cada area, por expedicdo. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos
previamente esterilizados, etiquetados, conservados em caixas isotérmicas e encaminhados ao
Laboratorio de Fungos Zigospéricos, do Departamento de Micologia, da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE).

Chegando ao laboratorio, as dez subamostras de cada quadrante foram homogeneizados
em volumes iguais, dando origem a uma amostra composta por quadrante, totalizando cinco
amostras compostas, por area de coleta. Ao fim do trabalho, foram analisadas 20 amostras
compostas por area, totalizando 40 amostras compostas de solo, considerando os dois brejos

supracitados.
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Figura 6. Representacdo do esquema de coletas de solo por quadrantes em cada brejo de altitude

visitado.
ql q2
Sm
q3 5m
//7:
‘&
q4 Q° qs

Fonte: A autora (2023).
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Tabela 3. Meses e anos das coletas do solo dos brejos de altitude de Brejdo e Jenipapo.

Brejos de altitude

Coletas de solo

Brejao

Jenipapo

Agosto, outubro e novembro/2021 e fevereiro/2022

Setembro, outubro e novembro/2021 e abril/2022

Fonte: A autora (2023).

4.4 ANALISES FISICO-QUIMICAS DOS SOLOS

Para as analises fisico-quimicas, uma amostra composta de solo coletada durante a

primeira expedicdo, em cada brejo, equivalente a 500 g, foi encaminhada, em caixa isotérmica,

para o Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), para analise das concentracfes de Fosforo
(P), Calcio (Ca), Magnésio (Mg), Sodio (Na), Potassio (K), Aluminio (Al), Hidrogénio (H),

soma das bases (SB), capacidade de troca catiénica (CTC), saturacdo por bases (v%),saturacao

por aluminio (m%) e do potencial hidrogenidnico (pH) (Tabela 4 e 5).

Tabela 4. Variaveis quimicas de amostras compostas de solo do brejo de altitude de Brejao.

P pH Ca [Mg| Na | K ] AI]JH|[sB]cCTC]| v [m
Amostra | mg/dm3 | (H20) cmoloc/dm3 %
1 2 5,5 205 [1,35] 004 |07 |02 57335 | 94 | 37 |5
2 2 51 1 1,2 | 003 [004] 04 | 52 [ 23] 79 | 29 |15
3 2 53 165 |125] 004 |005] 02 [491] 3 | 81 | 37 | 6
4 2 53 0,85 |1,25] 0,04 | 004] 03 [473][ 22| 72 [ 30 |12
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5 2 4,9 2,4 155| 0,06 [012| 03 | 918 | 41 | 136 | 30 | 7
Média 2 52 15 13 ] 004 [019]002|595] 30 924 | 32 |9
Legenda: P - Fosforo; pH - potencial hidrogenibnico; Ca - Calcio; Mg - Magnésio; Na - Sédio; K - Potéssio; Al -
Aluminio; H - Hidrogénio; SB - Soma das bases; CTC - capacidade de troca de cations; v% - Saturacéo por bases;
m% - saturacéo por Aluminio.

Fonte: A autora (2023).

Tabela 5. Variaveis quimicas de amostras compostas de solo do brejo de altitude de Jenipapo.

P pH Ca [Mg] Na [ KA [JH[sB]CTC] v [m

Amostra | mg/dm? | (H20) cmoloc/dm3 %
1 5 5,2 385 [070| 0,02 [041]015|455] 50 | 97 | 51 | 3
2 10 5,6 60 [150] 0,04 [044[0,05[506] 80 [ 131 [ 61 [ 1
3 13 6,0 6,40 [1,30] 0,04 [0,64]000[272]84 | 11,1 [ 75 [ 0
4 12 5,9 480 |1,00| 0,02 05200025563 | 89 | 71 |0
5 10 5,8 6,70 [ 1,20 0,02 [0,48]0,00[330] 84 | 11,7 [ 72 [ 0
Média 10 5,7 555 |1,14] 0,02 [049]0,04[363] 72| 109 | 66 | 0,8

Legenda: P - Fosforo; pH - potencial hidrogeni6nico; Ca - Calcio; Mg - Magnésio; Na - Sédio; K - Potassio; Al -
Aluminio; H - Hidrogénio; SB - Soma das bases; CTC - capacidade de troca de cétions; v% - Saturacéo por bases;
m% - saturacdo por Aluminio.

Fonte: A autora (2023).

4.5 ISOLAMENTO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO

Para o isolamento dos fungos mucoraceos, cinco miligramas de solo de cada
amostra composta foram espalhadas sobre 0 meio de cultura dgar gérmen de trigo (BENNY,
2008), adicionado de cloranfenicol (80 mg. L), para evitar o crescimento bacteriano, contido
em placas de Petri. Para cada amostra composta de solo foram preparadas placas em
quintuplicada. Um total 25 placas por quadrante por coleta, toalizando 100 placas para cada
area. O crescimento das col6nias foi acompanhado diariamente, por até 72 horas sob
temperatura (28 £ 2 °C) e luminosidade ambientes. Para a purificacdo dos isolados, fragmentos
do micélio, geralmente da estrutura reprodutiva, foram transferidos separadamente, com auxilio
de um estereomicroscopio Leica EZ4, para o0 meio batata dextrose 4gar (BDA) (LACAZ et al.,
2002), adicionado de cloranfenicol (80 mg. L), contido em placas de Petri. Apds confirmada
a pureza, fragmentos do micélio foram transferidos para tubos de ensaio contendo batata
dextrose agar (BDA).

Para a identificagcdo, os espécimes foram analisados morfologicamente pela
observacgdo das caracteristicas macroscopicas (coloracdo, aspecto e diametro das coldnias) e
microscopicas (microestruturas), com auxilio de microscépio de luz Leica DM500. As
microestruturas foram medidas a partir de culturas em lamina montadas com 2% KOH, glicerol
(10%) ou em Azul de Amann e o0s espécimes foram identificados de acordo com Ellis e
Hesseltine (1965 e 1966), Benny (1982), Schipper (1978, 1984), Hesseltine e Fennel (1995),
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Zheng e Chen (2001), Zheng et al. (2007), Benjamin (1959) Alvarez et al. (2011) e Wagner et
al. (2020).

As espécies novas e primeiras ocorréncias para o Brasil foram descritas e ilustradas
utilizando os meios de cultura agar extrato de malte (AEM) (BENNY, 2008) e/ou BDA, em
placas de Petri. As novas espécies foram incubadas em diferentes temperaturas, 10, 15, 20, 25,
30, 35 e 40 °C, no escuro, e o crescimento das colonias foi avaliado a cada 24 horas,
determinando-se quantos centimetros as coldnias cresceram nesse intervalo e se houve
diferenca de coloragéo entre o dia do inoculo e o dia em que a colénia tomou toda a placa de

Petri. A coloragéo das colonias foi determinada de acordo com Kornerup e Wanscher (1978).

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

A biomassa fungica foi obtida a partir de culturas inoculadas em MEA incubadas a
28 °C por até 5 dias e foi transferida para microtubos de 2 mL com tampa de rosca.
Posteriormente, o material foi transferido para microtubos com tampa de rosca de 2 mL. Em
cada tubo contendo 0,5 g de esferas de vidro de dois didmetros diferentes (150-212 pum e 425—
600 um, 1:1; Esferas de vidro, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha), lavadas com 4cido,
foram adicionados a cada tubo e a biomassa flngica foi triturada por agitacdo em alta
velocidade em um homogeneizador FastPrep (FastPrep-24, MP Biomedicals, California, EUA).
O DNA gendmico foi extraido de acordo com De Oliveira et al. (2016), em que o micélio foi
homogeneizado em tampao de lise CTAB [brometo de cetiltrimetilaménio a 2%, EDTA 20
mM, Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0), NaCl 1,4 M; Doyle & Doyle, 1987, 1990], lavado com
cloroférmio e alcool isoamilico (24:1), e, subsequentemente, o sobrenadante contendo DNA foi
separado dos residuos de hifas. O sobrenadante foi misturado com um volume igual de
isopropanol seguido de precipitacdo de DNA ap06s incubacdo a -20°C por 30 min. Apds
centrifugacgdo a 13.000 rpm por 10 min, o pellet de DNA resultante foi lavado com etanol 70%
por 1 minuto e posteriormente, foi ressuspenso em 50 pL de agua ultrapura. Para amplificar as
regides LSU e ITS do rDNA os primers ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990), LR1 e LSU2
(SCHMITT etal., 2009; VAN TUINEN et al., 1998; SANTIAGO et al., 2013) foram utilizados,
respectivamente. As reac0es de PCR foram realizadas conforme Oliveira et al. (2014). Os
produtos amplificados foram purificados com PureLink — PCR Purification Kit (Invitrogen) e

transportados para serem sequenciados na Plataforma de Multiusuarios de Sequenciamento do
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Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE (Pernambuco, Brasil).
Para as amostras em que o sequenciamento direto das regides do rDNA obtidas por produtos
de PCR néo tiveram sucesso, os produtos de PCR foram clonados usando o kit de clonagem
pGEM-T Easy Vector System (Promega, Madison, EUA), seguindo as instruc@es do fabricante.
Esses clones foram sequenciados com os primers MI13F forward (5'-
GTAAAACGACGGCAGT-3) e M13R-pUC reverse (5-CAGGAAACAGCTATGAC-3)
usando o ABI PRISM 3730XL Genetic Analyzer (TermoFisher Scientific, Carlsbad, EUA).

4.7 ALINHAMENTO, ANALISES FILOGENETICAS E CONFIRMACAO GENETICA

As sequéncias obtidas nessa pesquisa foram comparadas as disponiveis no
GenBank utilizando-se a ferramenta BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Para a
construcdo das arvores filogenéticas, as sequéncias foram alinhadas com o auxilio MAFFT
versdo 7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server) (KATOH et al., 2013) e editadas no MEGA
versdo 7 (KUMAR et al., 2016). As caracterizagdes moleculares de analises de inferéncia
bayesiana (Bl) e maxima verossimilhanca (ML) foram executadas com MrBayes versao 3.2.2
(RONQUIST et al., 2012) em Xsede e RAXML-HPC BlackBox verséo 8.2.8 (STAMATAKIS
et al., 2008; SATAMAKIS, 2014) respectivamente, utilizando a plataforma CIPRES Science
Gateway (https://www.phylo.org) (MILLER et al., 2010). A andlise de maxima
verossimilhanca foi realizada a partir do modelo de substituicdo de nucleotideos padrdo
GTR+I+G e a inferéncia bayesiana foi realizada utilizando o melhor modelo de substituicédo de
nucleotideos estimado em MrModeltest versdo 2.3. As arvores filogenéticas foram observadas
e organizadas usando o Interactive Tree of Life (iTOL) versdo 4 (https://itol.embl.de)
(LETUNIC & BORK, 2019).

4.8 ANALISE BIOESTATISTICA

A frequéncia de ocorréncia (FO) das espécies foi estimada segundo a equacdo: FO
= (Ji/k), em que: FO = frequéncia de ocorréncia da espécie i; Ji = nimero de amostras nas quais
a espécie i ocorreu; K = numero total de amostras de solo. De acordo com essa formula, as
especies foram classificadas como: muito frequentes (> 10%), frequentes (5-10%), pouco
frequentes, (>1 < 5%) e raras (< 1%) (HYDE & SARMA, 2001).

As analises estatisticas (multivariadas) de diversidade (a), frequéncia, abundancia

e escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) foram realizadas no software R versdo
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4.1.1 (R Core Team, 2021), com a ajuda da interface RStudio 2021.09.0-Build 351 (RStudio
Team, 2021). A andlise de variancia (ANOVA) e o teste post-hoc LSD (Least Significant
Difference) de Fisher foram realizados através da biblioteca R ‘agricolae’ (v. 1.3.5), adotando o
nivel de significancia de 5% (p = 0.05) para os dados da alfa-diversidade. A correcdo de
Boferroni foi aplicada para controlar a taxa de erro do tipo | da familia de teste em func&o das
comparagBes maltiplas entre tratamentos.

Os gréaficos de barras foram construidos utilizando as fun¢des do pacote 'ggplot2'
(v. 3.3.5). As andlises de interpolacdo e extrapolacdo da riqueza através do numero de Hill
foram computadas por meio da biblioteca R iINEXT" (v. 3.0.0). Os gréficos de barras e demais
figuras da estatistica multivariada foram construidos através dos recursos dos pacotes R
‘graphics’ (v. 4.1.1), ggplot2' (biplots), ‘cowplot' (v. 1.1.1) e 'gridExtra’ (v. 2.3). Os testes de
contraste da abundéancia de isolados de fungos entre os perfis dos brejos foram representados
através dos gréficos de erro estendido utilizando o software STAMP 2.1.3 (PARKS et al.,
2014).

4.9 INCORPORAGAO DAS CULTURAS DOS ESPECIMES A COLECAO DE CULTURAS
MICOTECA URM, DE LAMINAS NO HERBARIO URM E DAS SEQUENCIAS ITSE LSU
DO rDNA NO GENBANK

Os espécimes foram incorporados a Colecdo de Culturas da Micoteca URM da
Universidade Federal de Pernambuco, em BDA, 6leo mineral e liofilizados (hol6tipos), e
laminas permanentes (hol6tipos) das espécies novas foram incorporadas ao Herbario URM da
Universidade Federal de Pernambuco (Tabela 6 e 7). As sequéncias das regides ITS e LSU do
rDNA geradas foram depositadas no Genbank, de acordo com o protocolo de depdsito

estabelecido por esse banco genémico (Tabela 8).

Tabela 6. Espécimes depositados na Micoteca e Herbario URM da Universidade Federal de Pernambuco.

Cadigo
Espécie Micoteca Método/meio de Data da
URM preservagao incorporacao
Absidia sp. 1 URM8648 Oleo Mineral/BDA 21/12/2022
A. aguabelensis J.D. Leitdo, T.R.L. Cordeiro, URM8652 Oleo Mineral/BDA 21/12/2022
Hyang B. Lee & A.L. Santiago
A. cornuta D.X. Lima, C.A.de Souza, H.B. URMS8651 Oleo Mineral/BDA 21/12/2022
Lee & A.L. Santiago
A. pernambucoensis D.X. Lima, Souza-Motta ~ URM8654 Oleo Mineral/BDA 21/12/2022

& A.L. Santiago



A. saloaensis T.R.L. Cordeiro, D.X. Lima,
Hyang B. Lee & A.L. Santiago

Backusella paraconstricta F.R.S. Santos,
T.R.L. Cordeiro, Hyang B. Lee & A.L.
Santiago

B. constricta D.X. Lima, C.A.F. de Souza &
A.L. Santiago

B. constricta D.X. Lima,

C.AF. de Souza & A.L. Santiago

B. lamprospora (Lendn.) Benny & R.K. Benj.

B. locustae Hyang B.
Lee, S.H. Lee & T.T.T. Nguyen
Cunninghamella sp. 1

C. bertholletiae Stadel
C. elegans Lendn.

C. echinulata var. echinulata (Thaxt.) ex
Blakeslee

Gongronella butleri (Lendn.) Peyronel & Dal
Vesco

G. brasiliensis C.A.F.de Souza, D.X. Lima &
A.L. Santiago

Mucor ardhlaengiktus B.S.

Mehrotra & B.M. Mehrotra

M. circinatus D.X. Lima, G. Walther & A.L.
Santiago

Mucor circinelloides Tiegh.

M. fragilis Bainier

M. griseocyanus Hagem
M. hiemalis Wehmer

M. lusitanicus Bruderl.

M. merdicola C.A.F. de
Souza & A.L. Santiago
M. minutus (Bajjal & B.S. Mahrotra) Schipper

M. pseudocircinelloides L.

Wagner & G. Walther

M. irregulares Stchigel, Cano, Guarro & E.
Alvarez

M. pernambucoensis C.L. Lima, D.X. Lima &
A.L. Santiago

M. pseudolusitanicus L. Wagner & G. Walther

Mucor racemosus f. racemosus Fresen.

M. souzae C.A. de Souza,
D.X. Lima A.L. Santiago
M. subtilissimus Berk.

M. variicolumellatus L.
Wagner & G. Walther
Rhizopus arrhizus var. arrhizus A. Fisch.

R. stolonifer (Ehrenb.) Vuill.

URMS8559

URMB8637

URMS8701

URMS8603

URMS8638
URMS8608

URMB8557
URMB8554
URM8556
URMS8558

URMB8562

URMS8555

URMB8592

URMS8587

URMS8606
URMS8650
URMS8589
URMS8605
URMB8607
URMB8588

URMB8636
URMS8609

URM8649

URMB8653

URMB8604
URMS8590
URM8584

URM8585
URMS8591

URMB8560
URMB8561

Oleo Mineral/BDA

Oleo Mineral/BDA

Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA

Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA

Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA

Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA

Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA

Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA

Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA

Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA

Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA

Oleo Mineral/BDA
Oleo Mineral/BDA

24/08/2022

22/11/2022

23/02/2023

17/10/2022

22/11/2022
17/10/2022

24/08/2022
24/08/2022
24/08/2022
24/08/2022

24/08/2022

24/08/2022

28/09/2022

28/09/2022

17/10/2022
21/12/2022
28/09/2022
17/10/2022
17/10/2022
28/09/2022

22/11/2022
17/10/2022

21/12/2022

21/12/2022

17/10/2022
28/09/2022
28/09/2022

28/09/2022
28/09/2022

24/08/2022
24/08/2022
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Fonte: A autora (2023).

Tabela 7. Nimeros (holdtipos) das espécies novas.
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Espécie N° URM Modo da preservacao do holétipo e local Data da
incorporacao
Backusella paraconstricta 95258 Lamina montada em PVLG/ Herbario URM 02/03/2023
Cunninghamella sp. 1 8557h Liofilizacdo/Micoteca URM 02/08/2023
Fonte: A autora (2023).
Tabela 8. Sequéncias das as regifes ITS e/ou LSU do rDNA depositadas no Genbank.
Espécie ITS LSU Motivo
Backusella paraconstricta 0Q625517 0Q625516 Espécie nova
Backusella constricta 0Q354764 - Utilizagdo da sequéncia em artigo
Cunninghamella sp. 1 Ainda ndo Ainda ndo Espécie nova
depositada depositada
Mucor ardhlaengiktus 0Q034611 0Q034577 Primeira ocorréncia

Fonte: A autora (2023).
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5 RESULTADOS

5.1 FUNGOS MUCORACEOS NO SOLO DOS BREJOS DE JENIPAPO E BREJAO

Dos dois brejos visitados, foram isolados 312 espécimes de fungos mucoréceos,
pertencentes a 35 espécies e duas variedades, distribuidas entre Absidia, Backusella,
Cunninghamella, Gongronella, Mucor e Rhizopus. Do brejo altitude de Brejdo, 25 espécies e
uma variedade foram registradas (1,9 x 10* UFC.g*! de solo), distribuidas entre Absidia,
Backusella, Cunninghamella, Gongronella, Mucor e Rhizopus. Mucor exibiu maior riqueza,
com 12 espécies isoladas, seguido por Absidia (6), Cunninghamella (3), Backusella (2),
Gongronella (2) e Rhizopus (1). Cunninghamella bertholletiae foi a espécie com maior
abundancia absoluta (3,0 x 10 UFC.g* de solo), sequida por Absidia saloaensis (2,0 x 10%) e
A. pernambucoensis (1,8 x 10%) (Tabela 10).

No brejo de Jenipapo, foram identificadas 29 espécies e duas variedades de fungos
mucoraceos (1,34 x 10* UFC.g! de solo) distribuidas entre Absidia, Backusella,
Cunninghamella, Gongronella, Mucor e Rhizopus. A maior riqueza de espécies foi observada
para 0 género Mucor, com 13 espécies, seguido por Absidia (5), Backusella (4),
Cunninghamella (4), Rhizopus (2) e Gongronella (1). A maior abundancia absoluta foi
observada para C. bertholletiae (3,6 x 10° UFC.g), seguida por A. saloaensis (2,2 x 10%), A.
pernambucoensis (2,2 x 10%) e M. circinelloides (1,4 x 10%) (Tabela 9).

Tabela 9. Unidades formadoras de coldnia por grama de solo (UFC.g?) de fungos mucoraceos nos

brejos de altitude de Jenipapo e Brejdo, Pernambuco.

Espécies Brejao Jenipapo Total

Absidia sp. 1 2 x 10? - 2 x 10?
A. aguabelensis 6 x 10? 1x10° 1,6 x 103
A. cornuta 1x10° 1,2 x 108 2,2 x10°
A. saloaensis 2 x 108 2,2 x10% 4,2 x 10°
A. pernambucoensis 1,8 x 10° 2,2 x10% 4 x10°
A. variicolumellata 1x10° 4 x 102 1,4 x 108
Backusella paraconstricta - 2 x 102 2 x 102
B. constricta 1x10° 8 x 102 1,8 x 108
B. locustae - 2 x 102 2 x 102

B. lamprospora 8 x 102 1x10° 1,8 x10°
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Cunninghamella sp. 1 - 2 x 10? 2 x 10?
C. bertholletiae 3x 108 3,6 x 10° 6,6 x 10°
C. elegans 1,4 x 103 8 x 10? 2,2 x10°
C. echinullata var. echinulata 6 x 102 1x108 1,6 x 103
Gongronella butleri 2 x 10? 1,4 x 103 1,6 x 10°
G. brasiliensis 2 %102 - 2 %102
Mucor sp.1 4 x 10? - 4 x 10?
M. ardhlaengiktus - 4 x 10? 4 x 10?
M. circinatus 6 x 102 - 6 x 102
M. circinelloides - 1,4 x 103 1,4 x 103
M. fragilis - 2 x 102 2 x 102
M. griseocyanus - 2 x 102 2 x 102
M. hiemalis 4 x 102 - 4 x 102
M. lusitanicus 6 x 102 4 x 102 1x10°
M. merdicola 4 x 102 1x10° 1,4 x 108
M. minutus - 4 x 102 4,0 x 102
M. pernambucoensis 2 x 102 - 2 x 102
M. pseudocircinelloides 6 x 102 1x10° 1,6 x 103
M. pseudolusitanicus 6 x 102 1x10° 1,6 x 108
M. racemosus - 2 x 102 2 x 102
M. souzae 2 x 102 8 x 102 1x10°
M. subtilissimus 4 x 102 1,2 x 108 1,6 x 108
M. variicolumellatus 4 x 102 1x10° 1,4 x10°
Rhizopus stolonifer 2 x 10? 6 x 10? 8 x 10?
R. arrhizus var. arrhizus - 4 x 10? 4 x 10?
Total (UFC.g?) 1,90 x 10* 1,34 x 10* 3,24 x 10*
Riqueza de espécies e variedades 25 29

Legenda: (-) ausente.
Fonte: A autora (2023).

No brejo de altitude Brejao, C. bertholletiae (F.O = 15%) foi a espécie mais

frequente, seguida por A. saloaensis (10%), A. pernambucoensis (9%) e C. elegans (7%), sendo

essas muito frequentes. No Brejo de altitude de Jenipapo, C. bertholletiae (18%), A. saloaensis

(11%) e A. pernambucoensis (11%) foram muito frequentes (Tabela 10).
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Tabela 10. Frequéncia de ocorréncia (%) dos fungos mucoraceos no solo dos brejos de altitude de Jenipapo e

Brejdo, Pernambuco.

Espécies de Mucorales Brejéo Classificacao Jenipapo Classificacao
Absidia sp.1 1% Pouco frequente - -

A. aguabelensis 3% Pouco frequente 5% Pouco frequente
A. cornuta 5% Pouco frequente 6% Frequente

A. saloaensis 10% Frequente 11% Muito frequente
A. pernambucoensis 9% Frequente 11% Muito frequente
A. variicolumellata 5% Pouco frequente 2% Pouco frequente
Backusella sp. 1 - - 1% Pouco frequente
B. constricta 5% Pouco frequente 4% Pouco frequente
B. locustae - - 1% Pouco frequente
B. lamprospora 4% Pouco frequente 5% Pouco frequente
Cunninghamella sp. 1 - - 1% Pouco frequente
C. bertholletiae 15% Muito frequente 18% Muito frequente
C. elegans 7% Frequente 4% Pouco frequente
C. echinullata var. echinullata 3% Pouco frequente 5% Pouco frequente
Gongronella butleri 1% Pouco frequente 7% Frequente

G. brasiliensis 1% Pouco frequente - -

Mucor sp.1 2% Pouco frequente - -

M. ardhlaengiktus - - 2% Pouco frequente
M. circinatus 3% Pouco frequente - -

M. circinelloides - - 7% Frequente
M. fragilis - - 1% Pouco frequente
M. griseocyanus - - 1% Pouco frequente
M. hiemalis 2% Pouco frequente - -

M. lusitanicus 3% Pouco frequente 2% Pouco frequente
M. merdicola 2% Pouco frequente 5% Pouco frequente
M. minutus - - 2% Pouco frequente
M. pernambucoensis 1% Pouco frequente - -

M. pseudocircinelloides 3% Pouco frequente 5% Pouco frequente
M. pseudolusitanicus 3% Pouco frequente 5% Pouco frequente
M. racemosus - - 1% Pouco frequente
M. souzae 2% Pouco frequente 4% Pouco frequente
M. subtilissimus 2% Pouco frequente 6% Frequente

M. variicolumellatus 2% Pouco frequente 5% Pouco frequente
Rhizopus stolonifer 1% Pouco frequente 2% Pouco frequente
R. arrhizus var. arrhizus - - 3% Pouco frequente

Legenda: (-) ndo ocorreu a espécie no respectivo brejo de altitude; Muito frequente (>10 %), frequente (5-10 %),

pouco frequente, (21<5 %) e rara (<1 %) (HYDE & SARMA, 2001).
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Fonte: A autora (2023).

No que se refere & andlise do escalonamento multidimensional n&o-métrico
(NMDs), observou-se diferencas na estrutura das comunidades de fungos mucoraceos
identificados entre os dois brejos de altitude, bem como entre os periodos de coleta. As 33
espécies mais contrastantes foram plotadas (Figura 7). No brejo de Jenipapo, os solos das
coletas 2, 3 e 4 exibiram certa semelhanca, quanto as comunidades de fungos mucoraceos,
sendo a coleta 1 a que mais se diferenciou. No brejo de Brejdo, as comunidades de fungos de

todas coletas foram diferentes (Figura 7).

Figura 7. Analise da estrutura das comunidades de fungos mucoraceos no solo dos brejos de atitude das Brejdo e
Jenipapo, Pernambuco, em quatro épocas diferentes. A ordenacdo multivariada utilizada foi o escalonamento
multidimensional ndo-métrico (NMDs) utilizando a distancia de Jaccard sobre a matriz de presenca e auséncia de

fungos contabilizados em placas de Petri.
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0.54 R.arrhizus
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A.aguabelensis M-.ardhlaengiktus M circinelloides Local
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M.pseudolusitanicus '
0.0 A pernambucoensis
= R.stolonifer ~ C.bertholletiae
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= G.brasiliensis M.pseudocircinelloides
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M.hiemalis
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Legenda: BRE=Brejdo; JEN=Jenipapo.
Fonte: A autora (2023).
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A figura 8, quanto a extrapolacdo, mostrou que a riqueza observada foi menor do que a
esperada, em todas as expedicdes realizadas, em ambos os brejos, o que foi mais perceptivel no
brejo do Jenipapo (figura 8b).

Figura 8. Riquezas observadas e extrapolacdes para espécies de fungos mucoraceos encontrados em diferentes
expedicoes (coletas), nos brejos de altitude de Brejdo (a) e Jenipapo (b). Linhas continuas representam a curva

ajustada e a pontilhada indica a extrapolagdo da riqueza para o caso em que o0 nimero de individuos coletados

supera o observado.

a (BRE) b (JEN)
301 304
7)) [72]
2 Ko
8 201 3
Q Q
(7] [72]
(0] (0]
(0] [0}
© ©
@ (]
3 3
3 10+ >
h=4 g
['4 ['4
O .
0 20 40 60 0 20 40 60
NuUmero de individuos Numero de individuos

= Rarefaction === Extrapolation E‘ 1 @ 2 ‘ 3 E 4

Legenda: BRE=Brejao; JEN=Jenipapo.
Fonte: A autora (2023).

Quanto aos indices de diversidade de Shannon-Wiener, de Simpson e a riqueza de
espécies, ndo houve diferencas significativas, nem entre as coletas dentro de um mesmo brejo,

nem entre os brejos (Figura 9).
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Figura 9. Dispers6es dos indices de diversidade para a composicdo de fungos mucoraceos no solo de
dois brejos de altitude inventariados. a-b) Riqueza de espécies dos fungos mucoraceos em cada coleta, por brejo
de altitude. c-d) indice de diversidade de Shannon-Wiener; e-f) indice de diversidade de Simpson.
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Legenda: BRE=Brejao; JEN=Jenipapo.
Fonte: A autora (2023).

De acordo com a figura 10a, C. bertholletiae é a espécie mais abundante no solo
dos dois brejos de altitude, seguida por Absidia saloaensis e A. pernambucoensis. As espécies
menos abundantes foram G. butleri (3%), M. subtilissimus (3%), C. echinulata (3%), M.
pseudocircinelloides (3%) e A. variicolumelatta (3%). Com relacdo a figura 10b, as maiores
ocorréncias também foram verificadas para C. bertholletiae, Absidia saloaensis e A.

pernambucoensis.

Figura 10. a) Composicdo relativa das espécies dos fungos mucoraceos mais contrastantes no solo dos brejos de
atitude Brejdo e Jenipapo, Pernambuco. b) NUmero de ocorréncia das espécies mais contrastantes no total das

placas das amostras.
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Legenda: BRE = Brejdo; JEN = Jenipapo. a. Através de paleta de cores foram identificadas as 15 espécies mais
abundantes apresentadas em ordem crescente (de cima para baixo). As espécies remanescentes foram
contabilizadas no cluster denominado “Others”. b. O grafico de barras apresenta as espécies mais ocorrentes em
ordem crescente (de cima para baixo).

Fonte: A autora (2023).

A analise de associacdo monotonica (Figura 11) exibe o nivel de correlacdo entre
as variaveis quimicas presentes no solo dos brejos de Brejdo e Jenipapo e as espécies dos fungos
mucoraceos inventariadas. Foi observado que todas as variaveis quimicas analisadas
apresentaram alguma correlacdo, seja positiva ou negativa, com uma ou mais espécies de
fungos mucoraceos identificadas nos brejos.

No que refere a correlacdo positiva, o fosforo (P), seguido da saturacdo por bases
(v%), foram os atributos do solo que apresentaram maior nimero de correlagdes com os fungos
mucoraceos, tendo sido mais fortemente positivamente correlacionados (quadrados marrons
com os percentuais indicados) com M. ardhlaengiktus, M. subtilissimus, Gongronella butleri,
Backusella locustae e Rhizopus arrhizus. Gongronella butleri é a espécie que parece ser
fortemente influenciada positivamente por um maior nimero de variaveis quimicas, ja que foi
correlacionada com v%, P, Ca e com a soma das bases (SB), entretanto M. racemosus foi a
espécie que mais se correlacionou positivamente leve com as varidveis, chegando a se
correlacionar com P, Ca, SB, CTC e Mg (Figura 11).
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No que se refere as correlagbes negativas, o Al e m% foram os atributos do solo
gue mais negativamente se correlacionaram (quadrados lilases, cremes e amarelos com 0s
percentuais indicados) o Al com o maior nimero de espécies de fungos mucoraceos mais
fortemente negativamente (G. butleri, B. locustae e M. ardhlaengiktus), seguido do K (M.
circinatus e Cunninghamella elegans), Mg (M. minutus e Cunninghamella sp.1), Na (M.
subtilissimus e B. locustae) e H (M. subtilissimus e M. ardhlaengiktus). A espécie que se
correlacionou negativamente (com mais forca) com o maior numero de variaveis quimicas foi
Absidia variicolumellata (Ca, SB e CTC) (Figura 11).

O potéssio (K) parece influenciar positivamente 0 maior nimero de espécies (25),
sendo mais fortemente correlacionado com M. variicolumellatus, M. merdicola e M. souzae, e
negativamente com M. circinatus e C. elegans. O pH se correlacionou positivamente, com mais
intensidade, com Backusella locustae e M. ardhlaengiktus e negativamente, com maior
intensidade, com C. elegans. A saturacgdo por bases (V%) se correlacionou positivamente com
19 espécies, sendo essa correlagdo mais intensa com G. butleri, B. locustae, M. subtilissimus e
M. ardhlaengiktus (Figura 11).

O célcio (Ca) e soma das bases (SB) influenciaram positivamente com G. butleri e
negativamente com A. variicolumellata. A capacidade de troca catibnica (CTC) se
correlacionou positivamente com G. brasiliensis e B. lamprospora, e negativamente com A.
variicolumellata. O magnésio (Mg) exerce influéncia negativa sobre M. minutus e
Cunninghamella spl, enquanto o sédio (Na) influencia negativamente com M. minutus e M.
subtilissimus e positivamente G. brasiliensis e B. lamprospora.

As espécies que mais apresentaram correlacdo com as variaveis quimicas foram G.
butleri (6 variaveis), M. ardhlaengiktus (5) e B. locustae (5) e 21 espécies ndo apresentaram

correlagdes fortemente com nenhuma variavel quimica do solo analisadas.

Figura 11. Associa¢Bes monotdnicas entre a ocorréncia de espécies de fungos mucoraceos e as variaveis

guimicas do solo dos brejos de altitude de Brejdo e Jenipapo, Pernambuco.
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Legenda: As correlagc8es entre varidveis foram representadas por retdngulos numa escala de coloracdo (oito niveis),
analisados de acordo com o coeficiente p (rtho) de Spearman. Foram demostradas todas as espécies que
apresentaram correlacdo significativa com ao menos uma varidvel do solo. Os dendrogramas representam a
disparidade entre variaveis, usando uma funcéo "find_dend" do pacote "heatmaplay" para encontrar a "6tima"
ordenacdo para os dados.

Fonte: A autora (2023).

Nas andlises das associagdes monotbnicas os dados gerais de ambos os brejos, M.
souzae e M. merdicola foram influenciados positivamente pela temperatura (temperaturas
minima, média e méaxima). Mucor pseudocircinelloides e C. elegans foram influenciadas

positivamente pela precipitacdo. Mucor circinatus foi influenciado negativamente pelas
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temperaturas minima e média e A. saloaensis foi influenciada negativamente pela temperatura

do solo (Figura 12).

Figura 12. AssociacGes monotonicas entre a ocorréncia de espécies de fungos mucoraceos e variaveis climaticas

dos brejos de altitude analisados. CorrelagBes das espécies de fungos dos dois brejos analisados com as variaveis

climaticas.
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Legenda: As correlacBes entre variaveis foram representadas por retangulos numa escala de coloragdo discreta
(oito niveis), analisados de acordo com o coeficiente p (rhd) de Spearman. Apenas foram demostradas as espécies
que apresentaram correlacdo significativa com ao menos uma variavel analisada. Os dendrogramas representam a
disparidade entre variaveis, usando uma funcao "find_dend" do pacote "heatmaplay" para encontrar a "6tima"
ordenacdo para os dados. Os circulos fazem referéncia a frequéncia relativa das espécies, proporcional ao diametro.
Freq = Frequéncia relativa das espécies; T. solo = Temperatura do solo; T. max = Temperatura maxima; T. med
= Temperatura média; T. min = Temperatura minima.

Fonte: A autora (2023).
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5.2 TAXONOMIA

Duas espécies novas, Backusella paraconstricta (Figuras 13, 14) e Cunninghamella
sp.1 (Figuras 15, 16), além duas potenciais espécies novas, Absidia sp.1 e Mucor sp. 1 (cujas
analises moleculares ainda estdo em andamento), e Mucor ardhlaengiktus, que nunca havia sido

reportado para a América do Sul, foram isoladas nesse estudo.

5.2.1 Backusella paraconstricta sp. nov. F.R.S. Santos, T.R.L. Cordeiro, Hyang B. Lee &
A.L. Santiago (Figura 13)

Etimologia: referéncia a proximidade filogenética dessa espécie com B. constricta

Descri¢do: Coldnias de crescimento rapido (9 cm de diam. e 1,5 cm de altura), apés 4 dias a 25
°C, em MEA, inicialmente brancas, tornando-se palidas a cinzas (1-1 B); reverso amarelo (2—
8A). Rizoides bem ramificados. Espordforos longos hialinos, curvos quando jovens e eretos na
maturidade, frequentemente simples, raramente simpodialmente ramificados, até trés vezes
(raramente quatro vezes), com ramos raramente recurvados, até 12 um em didm. Esporangios
pedicelados laterais ndo formados nos espordforos. Esporangios dos esporoforos longos
amarelo-acastanhados, globosos, de paredes lisa, com aspecto vitreo, 30—70 um de diam.
Columelas dos esporangios, cinzas claras, conicas, subglobosas, raramente aplanadas e muito
raramente alongadas a elipsoides ou cilindricas, 20-35 x 15-35 um, parede lisa. Algumas das
columelas podem apresentar uma leve constri¢do na base. Espordforos curtos, ndo ramificados,
ou menos comumente simpodialmente ramificados (até trés vezes), portando apenas
esporangiolos multiesporados (frequentes) e/ou unisporados (raros), formados préximos ao
substrato. Esporangiolos acastanhados, globoso, 1540 um de didmetro, contendo 3-15
esporangiosporos cada, parede persistente e espinhosa. Esporangiolos unisporados globosos,
até 20 um em didm., minuciosamente espinulosos. Columelas de esporangiolos c6nicas a
achatadas, subglobosas, alongadas, raramente globosas, hialinas ou acinzentadas, 15-20 x 12—
40 um, parede lisa. Colar evidente. Esporangiosporos hialinos, com conteddo esverdeado,
elipsoides (principalmente), subglobosos, alguns globosos e irregulares, 7-16 (—20) x 4,5-9,5

(—12) um, de parede lisa. Ndo foram observados clamidosporos e zigosporangios.

Material examinado: Brasil, Pernambuco; distrito de Jenipapo, municipio de Sanharo
(8°17'08.6" S 36°30'53.9" W), do solo, 12 de abril de 2022, F.R.S. Santos (Holétipo URM
95258; ex-tipo URM 8637). Acessos ao GenBank: 0Q625517 (ITS) e 0Q625516 (LSU).
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Figura 13. Backusella paraconstricta (URM 8637) A. Verso da coldnia (esquerda) e reverso (direita), em
(MEA), a 25 °C. B. Esporangio6foro com esporangio. C. Ramificagdo do esporangiéforo com esporangio. D—H.
Esporangidéforo com columela. |, J. esporangi6foro curto com esporangiolos. K. Esporangiosporos. Barras de

escala = 20 pm.

Fonte: A autora (2023).
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Figura 14. Arvore filogenética de Backusella paraconstricta (URM 8637) e espécies relacionadas inferidas a
partir das analises concatenadas das regides ITS e LSU do rDNA. Os valores de suporte nos ramos representam
0 suporte bootstrap de maxima verossimilhanga e as probabilidades posteriores de inferéncia bayesiana. Valores

de bootstrap inferiores a 70% ou 0,95 sdo marcados com “*”. A nova espécies esta em negrito. Mucor indicus
CBS 226.29 foi usado como grupo externo. As cepas ex-tipo, ex-epitipo, ex-lectétipo estdo marcadas com T, ET

e LT, respectivamente.
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Fonte: A autora (2023).

L Backusella oblongispora CBS 569.707
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5.2.2 Cunninghamella sp. 1 nov. (Figura 15)

Descrigdo: Coldnia flocosa, branca (3—1A), amarelo reverso (3—8A), com répido crescimento,
tomando toda aplaca de Petri (9 cm de didmetro e 1,5 cm de altura) 3 dias, em MEA, a 25°C.
Rizoides hialinos, longos ¢ curtos, em forma de raiz ou dedo. Estoldes hialinos, até 12 um em
diam. Espordforos hialinos, eretos, raramente recurvados, 7-480 (-600) x 2-10 (-12) pm,
surgindo de estoldes e de hifas aéreas, ndo ramificadas, ramificados monopodialmente e
verticalmente, com parede lisa. Ramificagdes laterais podem se ramificar sucessivamente até 4
vezes. Ramificacdes verticiladas sdo raras com até 3 ramos em um verticilo. O esporéforo
principal pode ser bifurcado. Ramificacdes longas e curtas podem ser observadas em um mesmo
espordforo, e comumente ramificacdes laterais surgem proximas a vesicula apical. As vezes,
duas ramificacGes podem surgir do mesmo ponto, nos esporoforos. Alguns esporéforos podem
surgir diretamente das vesiculas. Vesiculas axiais principalmente globosas 15-35 (—40) pum em
diam., algumas subglobosas 24-29 (-36) x 17-29 um; vesiculas laterais em maioria clavadas,
levemente anguladas na superficie, algumas subglobose, 12-35 (-50) x 9,5-25 (-30) pm.
Pedicelos 2,5-5 um de comprimento. Vesiculas com um a varios pedicelos quebrados ou
verrugas em sua superficie, e muitas com pedicelos portando esporangiolos imaturos séo
comuns. Esporangiolos hialinos, com contetudo interno esverdeado, predominantemente
globosos, (5-) 7,2-21,5 (-24) um de diam., alguns subglobosos 12-14,5 x 14,5-19 pm,
unisporados, equinulados. Clamidosporos globosos 12-14,5 (-20) pum. Zigdsporos nao
observados.

Material examinado: Brasil, Pernambuco; distrito de Jenipapo, municipio de Sanhar6
(8°17'08.6" S 36°30'53.9" W), do solo, 12 de setembro de 2021, F.R.S. Santos (Hol6tipo URM
8557h; ex-tipo URM 8557). GenBank: OR502876 (ITS) e OR502877 (LSU).
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Figura 15. Cunninghamella sp.1 nov. (URM 8557) A. Verso da colbnia (esquerda) e reverso (direita), em MEA
a 25 °C, B. Esporoforo nao ramificado com esporangiolos. C. Espordforo ramificado com vesiculas e verrugas
(setas) em sua superficie. D. Esporéforo repetidamente ramificado com vesiculas. E. Esporéforo ramificado com
vesiculas e esporangios pedicelados imaturos. F. Esporéforo bifurcado com vesiculas e esporangiolos. G.
Esporoforo ramificado com dois esporoforos surgindo diretamente da mesma vesicula (seta). H. Rizoides. 1.

Esporangiolos. Barras de escala = 25 um.
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Fonte: A autora (2023).
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Figura 16. Arvore filogenética de Cunninghamella sp 1. nov. (URM 8557) e espécies relacionadas com base nas
sequéncias combinadas de ITS e LSU rDNA. Valores de suporte sdo de analises de maxima verossimilhanca e
inferéncia bayesiana. Valores de bootstrap inferiores a 70% e 0,95 ou ausentes marcados com “—”. Nova espécie
estd em negrito Absidia aguabelensis URM 82137 e Absidia saloaensis URM 8209" usado como grupo externo.

As cepas ex-tipo, ex-epitipo, ex-lectotipo e ex-neétipo stdo marcadas com T, ET, LT e NT, respectivamente.
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Fonte: A autora (2023).
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5.3 CHAVES DE IDENTIFICACAO

Foram construidas uma chave de identificacdo para as espécies de Cunninghamella
conhecidas até agosto de 2023 e uma para as espécies de Backusella registradas para as

Ameéricas, até essa mesma data.

5.3.1 Chave de identificagdo de Cunninghamella [adaptada de Zheng & Chen (2001)].

1. Homotélica, espor6foros simples ou ramificados de um lado, zigosporos com
EUDBICUIOS. ...ttt C. homothallica
1. Heterotalica, espordforos geralmente mais ramificados, zigosporos ausentes.............cccvewe.. 2
2. Colbnias canela, rosadas, esporoforos ramificados em ziguezague, com muitos
=] 0101 OO PT U PR PP PRPTRPRN C. septata

2. Coldnias ndo rosadas, espordforos ndo ramificados em zigue-zague, sem septos ou com

APENAS AIGUNS SEPLOS. ...ttt bbbt b ettt bbbt bt ettt et 3
3. Colonias persiStenteMENTE DrANCAS..........ccviiiiiiee s 4
3. Coldnias primeiro brancas, depois pigmentadas.............cooveveriiininineseeee s 6

4. Vesiculas tipicamente infladas na parte inferior (4/5) e estreitas na parte superior (1/5)
................................................................................................................................. C. vesiculosa
4, VeSiCulas NE0 INFIAAAS. ........coiiiiieieee e e 5
5. Células gigantes ndo formadas; vesiculas geralmente com um a varios pedicelos quebrados
OU VErrugas SUa SUPEITICIE.......cviereieeieees e Cunninghamella sp. nov.

5. Células gigantes formadas, vesiculas sem pedicelos quebrados ou verrugas em sua

S0 0= (o] T TP C. gigacellularis
6. Esporangiosporos exclusivamente gloD0OS0S. ..........ciiieiiriiieie e 7
6. Esporangiosporos ndo exclusivamente glob0S0S............ccceiiiiiiiiiiiieee e 11
7. Vesiculas clavadas comumente formadas.............ccccoveiiiieiicie e 8
7. Vesiculas clavadas N80 fOrmMadas............ccoeeieiiiiiiiiccece e 9

8. ramificagcbes dos esporoforos 1-4, em pares, ou 3—4 dispostas pseudoverticiladamente;
vesiculas sem pedicelos quebrados em sua superficie; esporangiolos 9,5-20 (-27) pm
(0L o PP STUR PSPPSR C. clavata
8. Espordforos geralmente ndo ramificados, ocasionalmente ramificados de forma simples ou
monopodial; vesiculas comumente com um a varios pedicelos quebrados em sua superficie;
esporangiolos até 15,5 M AIaM.......coiiiiiiiiieeiee e C. verrucosa

9. Vesiculas globosas a subglobosas, comumente angulares.............cccoeevvevveennene C. intermedia
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9. Vesiculas globosas e/ou subglobosas, NUNCa aNQUIANES...........cccvrerierieerienenieise e 10
10. Coldnias acinzentadas; vesiculas globosas, esporangiolos 7,5-9,5 um diam....C. arunalokei

10. Colbdnias cinza-acastanhadas; vesiculas globosas e subglobosas, esporangiolos 9-15 pum

(0L o USSR C. globospora
11. Colbnias cremes a marrons-cremes o0U branco-amareladas. .........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenens 12
11. Colbnias ndo-cremes a marrons-cremes ou branco-amareladas...........ooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnne. 17

12. Colbnias com dois tipos de esporoforos (longos e curtos); esporangiolos escura gigantes
Presente em CUIUIAS VEINGS..........coviiiiieie e 13
12. Coldnias com apenas um tipo de esporéforo; esporangiolos escuros gigantes ausente nas
CUITUIAS VBINAS........oiieee ettt s reenteens e s reenneeneenneenes 16
13. Espordforos tipicamente nodulares; esporangiolos globosos e ovoides; esporangiolos
gigantes escuros presente ap0os 16 dias; vesiculas levemente angulares; pedicelos 4,5-7,5 (—10)
MM e COMPIIMENTO. ...ttt C. echinulata var. nodosa
13. Espordforos ndo nodulares; esporangiolos globoso, ovoides e lacrimoides; esporangiolos
gigantes escuros presente apos 5 dias; vesiculas ndo angulares; pedicelos 2-4 (-7,5) um de
(010] 100 € 441 01 (0 F USSR 14
14. Esporéforos com ou sem vesiculas terminais no eixo principal; ramificacGes tipicamente
longas e curtas no mesmo esporéforo e ramificadas repetidamente; esporangiolos gigantes
escuros e relativamente raroS @ POUCOS..........coerverveereervereenieniesiennens C. echinulata var. antarctica
14. Espordforos geralmente com uma vesicula terminal no eixo principal; ramificacGes
semelhantes em comprimento, raramente longas e curtas em alguns esporéforos e geralmente
ndo ramificadas repetidamente; esporangiolos gigantes escuros abundantes..............c..cccveeee. 15
15. Dois tipos de espordforos comuns; nenhuma ramificacdo verticilada encontrada nos
esporéforos, ramificacBes primarias dos esporoforos 0-4 (-10) em numero, ndo curtas e
compactas; vesiculas terminais dos eixos principais globosas a subglobosas, 13-30 (—40) pum
(0= o ST PRSRR C. echinulata var. echinulata
15. Dois tipos de espordoforos as vezes encontrados; esporoforos geralmente com muitos
verticilos de ramificacbes verticiladas ou pseudoverticiladas, ramificacBes priméarias dos
esporéforos (0)4-15(-25) em numero, curtas e compactas; vesiculas terminais do eixo principal
globosas um tanto depressas, 22-50(-70) pm de
(0L T3 o SR C. echinulata var. verticillata
16. Temperatura maxima de crescimento a 40°C; clamidosporos formados.......C. saisamornae
16. Temperatura maxima de crescimento a 36-38°C; clamidosporos nao

100101210 (01T C. blakesleeana
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17. Eixos principais dos esporoforos tipicamente com ramificagdes longas e curtas no mesmo
esporoforo e ramificaghes rEPELIAAS. .......c.cviireiieeec e e 18
17. Eixos principais dos esporoforos com ramificagfes subiguais em comprimento no mesmo
esporéforo e ndo ramificadas repetidamente; algumas ramificacGes podem apresentar
raMIfiCAGOES SECUNUATNIAS. ... ..eiveeeeieiiiieieie ettt ettt sttt 19
18. Ramificages de espordforos tipicamente binérias; ramificacdes estéreis as vezes presentes;
vesiculas axiais presentes e as vezes com forma irregular; esporangiolos lacrimoides atingindo
32 UM d€ COMPIIMENTO......viiieiiieie ettt ee ettt e et sr e beebe e e sreenneenee e C. binariae
18. RamificagBes de espordforos ndo binarias; auséncia de ramos estéreis; vesiculas axiais
presentes ou ausentes, geralmente ndo de forma irregular, quando presentes; esporangiolos
lacrimoides até 16 pm de COMPIIMENLO.......ccecveieeiieieseece e C. bertholletiae
19. Colbnias cinzas escuros; esporéforos relativamente escassos em comparagao com outras
espécies, predominantemente simples ou monopodialmente ramificados; ramificacGes
solitarias ou aos pares, muito raramente verticiladas ou pseudo-verticiladas.......C. phaeospora
19. Colbnias cinzas palidas, esporoforos ndo escassos, monopodialmente e comumente
verticilatemente ramifiCa00S. .........ooviiiiiieicee e 20
20. Temperatura maxima de crescimento de 34-36°C; esporangiolos elipsoides, ovoides ou
globosos, com ou sem extremidades PONtiagUAAS............ccovveeieiierenc i C. elegans
20. Temperatura maxima de crescimento igual ou superior a 40°C; esporangiolos globosos,
globosos a elipsoides ou globosos a subglobosos, raramente ovoides ou pontiagudos em uma
0AS EXEFEMIUAUES. ... vttt sttt e e s et st esbesbesbeerenneenes 21
21. Vesiculas ovoides, subglobosas, clavadas, irregulares e angulares.......... C. multiverticillata
21. Vesiculas subglobosas a piriformes ou globosas a subglobosas, nunca clavadas, irregulares
OU ANQUIAIES..... .ottt e b e e st e s be e te e s e e s beesbeessesreenteennesreentens 22
22.Vesiculas subglobosas a piriformes; esporangiolos globosos a elipsoides............. C. bigelovii

22.Vesiculas globosas a subglobosas; esporangiolos globosos a subglobosos.....C. guizhouensis

5.3.2 Chave de identificacdo para as espécies de Backusella encontradas nas Américas

1. ESporangiolos fOrMAUOS..........couiiiiiiciecie ettt sttt 2
1.Esporangiolos N80 formados. .............oiiiiin e B. oblongielliptica
2. Esporangios unisporados abundantes.............ceeeniererineireniniiiainianaenenaas B. circina
2. Esporangios unisporados raros ou N0 formados............ccceiieieiiiiicie e 3
3. Células gigantes formadas............coeviiiiiiiiiitiie e D

3. Células gigantes NAO TOIMAUAS. .......c..eivireriiieieie st 6
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4.Columelas dos esporangios principalmente hemisféricas, algumas aplanadas ou subglobosas;
alguns rizoides emaranhados surgindo de esporoforos e circundando  0s
CSPOTANZIOS. ...\t vitiiiet e eteet et et eteet et eneerie s eeesiraiee e e e e eeneeeeneeneennn. BL PEFN@AMbDUCENCIS
4. Columelas dos esporangios ndo hemisféricas; rizoides nunca emaranhados circundando o
o] 010 2314 o PP |
5. Columelas dos esporangios elipsoides, cilindricas, raramente piriformes; clamidosporos
AUSENTES. ..ttt e e Bl @1QACENUTAT TS
5. Columelas dos esporangios conicas (maioria), elipsoides com base truncada, globosas a
subglobosas, subglobosas a conicas, ou raramente, cénicas ou cilindricas com leve constrigdo
no centro; clamidospPoros abUNCANTES..........verveeieireiie e B. brasiliensis

6.AZIgOSPOros formados. ............ccciveiiiiieiiieiieiie et et e e e e e crieeieee e e Bl AZYQOSPOFA

6. AZigoSporos NA0 fOrmMadoS. ... .. ..ouiitii ittt e 7
7. ESPOrangiosporos ElIPSOIUES ..........cviiiiieieriesiesie sttt 8
7. Esporangiosporos NA0 lPSOIAES. .......ouviei ittt e e e 10

8. Esporangios nunca maiores do que 70 pm de didmetro............................B. paraconstricta
8. Esporangios comumente maiores do que 70 pm de didmetro...........coocvveeeenerenesesesienniennns 9
9. Esporangios com até 150 (-200) um de didmetro; esporangiosporos 20-26 x 10-12
U35 o PPN B. recurva
9. Esporangios com até 100-125 pum de didmetro; esporangiosporos 11-15 x 7-9
U0 0 BT TSP PRSP PP PPPPPTPRTPRURPRPRORR B. variabilis
10. Esporangiosporos poliédricos irregulares, com protuberancias................... B. tuberculispora
10.Esporangi6sporos nunca poliédricos irregulares sem protuberancias .............ccceveevenen. . 11
11. Esporangi6foros formando um esporangio terminal e poucos esporangiolos pedicelados
JAEEIAIS. ... et nreereares B. lamprospora
11. Esporangio6foros formando um esporangio terminal sem esporangiolos pedicelados
oL PR 12
12. Columelas de esporangios com formas variadas, algumas dispostas obliqguamente sobre
esporangioforos, alguns com um lado mais inchado que o outro; esporangiosporos globosos a
SUDGIODOSOS. ... s B. obliqua
12. Columelas de esporéngios conicas e cilindricas, as vezes constritas no centro, nunca
dispostas obliqguamente nos esporangidforos ou com um lado mais inchado que o outro;
esporangiosporos  subglobosos a amplamente elipsoides, alguns ligeiramente

TETEQUIAIES. ..ttt ettt b e e et e e e et e e s st e e bt e anteenreeanaas B. constricta
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6 DISCUSSAO
6.1 ECOLOGIA DAS COMUNIDADES DE FUNGOS MUCORACEOS DOS BREJOS DE
ALTITUDE BREJAO E JENIPAPO

Atualmente, Mucorales abriga o maior nimero de espécies dentre as trés ordens
pertencentes ao filo Mucoromycota, com mais de 320 espécies descritas (WIJAYAWARDENE
etal., 2022). Os fungos mucoraceos encontram-se globalmente distribuidos, sendo encontrados
em diferentes substratos, como no solo, em excrementos de animais (herbivoros e roedores) e
alimentos estocados (HOFFMANN et al., 2013; SANTIAGO et al., 2013). Embora sejam
conhecidas cerca de 150.000 espécies de fungos, de acordo com HAWKSWORTH &
LUCKING (2017), apenas entre 5 a 10% das espécies desses microrganismos foram
catalogadas. Considerando que elevadas diversidade e riqueza de espécies sdo esperadas para
areas tropicais, parece plausivel que a riqueza de fungos conhecida para o Brasil esteja
subestimada.

O presente estudo, realizado nos brejos de Brejdo e Jenipapo, vem contribuir com
informacBes acerca da ecologia e composicdo dos fungos mucordceos nos brejos
pernambucanos. Foram estudados, até o presente, 17 brejos de altitude nordestinos, quanto as
comunidades de fungos mucoraceos (SANTIAGO et al., 2013; ALVES, 2016; DE LIMA,
2018; DE SOUZA, 2019; ALVES, 2021; LUNDGREN, 2021; CORDEIRO, 2023; DE LIMA,
2023), sendo que alguns brejos foram inventariados mais de uma vez. No entanto, apenas
Lundgren (2021), Cordeiro (2023) e de Lima (2023) forneceram dados sobre a influéncia dos
diferentes atributos do solo na estruturacdo das comunidades de fungos mucoraceos, nos brejos
de altitude de Pernambuco.

Nesse estudo, foram isoladas 35 espécies e duas variedades de fungos mucoraceos,
riqueza essa maior do que a registrada por Alves (2016, 2021), mas inferior a reportada por
Cordeiro (2023) e de Lima (2023). Dentre as espécies identificadas nesse trabalho, Mucor
ardhlaengiktus esta sendo reportada pela primeira vez para a América do Sul (SANTOS et al.,
2023). Mucor minutus estd sendo registrado pela terceira vez em brejo de altitude
pernambucano, tendo sido reportado por Alves et al. (2021) e Cordeiro (2023), mostrando que,
mesmo sendo essa uma espécie rara, a mesma faz parte da comunidade de fungos mucoraceos
dos brejos nordestinos.

No presente trabalho, foram isoladas espécies de Absidia, Backusella,
Cunninghamella, Gongronella, Mucor e Rhizopus, géneros esses comumente registrados, ndo

apenas em estudos prévios nos brejos de altitude de Pernambuco (LUNDGREN, 2021;
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CORDEIRO, 2023; DE LIMA, 2023), mas em amostras de solo de outros biomas brasileiros
(Flora e Funga do Brasil, 2023) e de outros paises (VOIGT et al., 2021). Assim como verificado
por de Lima (2023), a maior riqueza de espécies observada no presente trabalho foi para o
género Mucor, com 17 espécies, o que pode ser atribuido ao fato desse género abrigar o0 maior
ndmero de espécies dentro da ordem Mucorales, com cerca de 92 espécies conhecidas
(WIJAYAWARDENE et al., 2022). Esse dado corrobora os achados por de Souza (2019),
Alves (2021), Lundgren (2021), Cordeiro (2023) e de Lima (2023) em trabalhos também
realizados em brejos de altitude.

Das 35 espécies isoladas nesse estudo, mais da metade foram comuns aos dois brejos
de altitude. Esses dados corroboram os de Cordeiro (2023), que também identificou que a
maioria das espécies isoladas ndo foram restritas a um unico brejo. A ocorréncia em comum de
espécies entre os dois brejos indica que muitas espécies de fungos mucoraceos estdo bem
adaptadas a esse ecossistema, estando presentes em brejos distintos e geograficamente
afastados. Tal semelhanca pode ser consequéncia de algumas das caracteristicas presentes em
ambos os brejos de altitude estudados, que sdo comuns aos brejos de altitude nordestinos em
geral, como a vegetacdo, as baixas temperaturas, altitude superior a 500 m e a uma umidade
elevada (RODRIGUES et al., 2008; TENORIO et al., 2020).

A analise do escalonamento multidimensional ndo-métrico (NMDs) mostrou que
as comunidades de fungos mucoraceos diferem entre os dois brejos de altitude. Ainda de acordo
com essa analise, fica claro que as comunidades de fungos nas amostras de solo das coletas 2,
3 e 4 se organizaram mais proximas ao centro, no brejo de Jenipapo, enquanto as do brejo de
Brejdo ficaram mais distantes, quase que nas extremidades. Tal resultado indica que a
sazonalidade e as propriedades quimicas do solo podem influenciar a composi¢do das
comunidades de fungos mucoraceos nos brejos estudados, e mesmo dentro de um determinado
brejo, como o evidenciado para o brejo de Brejdo. Para o brejo de Jenipapo, apenas a
comunidade da coleta 1 se diferenciou das demais, 0 que pode indicar que algum evento sazonal
esporadico pode ter ocorrido para o distanciamento da comunidade dessa coleta com relagcéo ao
observado para as outras coletas. Com relacdo as temperaturas aferidas no solo, no momento
das coletas, observou-se que elas variaram pouco entre 0s brejos e entre as coletas. Para o brejo
de Jenipapo, a variacdo maxima entre as coletas foi de 4 °C, e para o de Brejao foi de 2 °C.
Considerando que as comunidades praticamente ndo diferiram dentro do brejo de Jenipapo,
parece plausivel pensar que essa variavel ndo seja determinante para a composi¢do das
comunidades de fungos mucoraceos nas areas de estudo. No entanto, quando avaliadas as

temperaturas médias do ar, percebe-se que elas variaram 7 °C para as coletas realizadas em
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Brejdo e apenas 1°C em para as realizadas Jenipapo. E, portanto, possivel que essa maior
variacdo observada no brejo de Brejdo seja um dos fatores responsaveis pelas diferencas nas
comunidades observadas nesse brejo.

Cunninghamella bertholletiae, Absidia saloaensis e A. pernambucoensis foram as
espécies que apresentaram as maiores abundéncia absoluta (nimero de UFC.g de solo),
relativa e frequéncia de ocorréncia, em ambos os brejos deste estudo, sendo essas espécies
possivelmente as mais bem adaptadas aos brejos aqui estudados. Resultado semelhante foi
reportado por de Lima (2023), para os brejos das Serras do Comunaty, Ororuba, Mimoso e de
Pocdo. Cunninghanella bertholletiae também foi uma das espécies mais abundantes no estudo
de Cordeiro (2023), no brejo da RPPN Reserva Natural Brejo, além de ter sido reportada como
a mais abundante por de Souza (2019), nos solos dos brejos da Serra do Bituri e Taquaritinga
do Norte, e por de Lima (2018), nos solos dos brejos da Serra do Bonito e no Sitio das Palmeiras.

A riqueza de fungos mucordceos em cada brejo analisado desse estudo pode ser
considerada elevada, em comparacéo com outros trabalhos em brejos pernambucanos (ALVES,
2016, 2021). Embora tenha sido demostrado que expedicGes adicionais poderiam revelar uma
riqueza ainda maior do que a encontrada no brejo de Jenipapo,no brejo de Brejdo a adicdo de
expedicdes ndo faria tanta diferenca. Esses resultados corroboram os de Lima (2023), que
estudou as comunidades de fungos mucoraceos nos brejos de Serras do Comunaty, Ororubg,
Mimoso, e Pocéo, bem como os de Cordeiro (2023), que estudou esses fungos nos brejos da
Serra de Taquaritinga do Norte e da RPPN Reserva Natural Brejo. E importante citar que nem
mesmo as diferencas observadas nas médias de concentragdo em algumas variaveis do solo,
como P, Ca, H, SB, v% e m%, contribuiram para que houvesse diferencas de riqueza e
diversidade de fungos mucoraceos entre os brejos. A saturacdo por bases (v%) foi uma das
variaveis que se diferenciaram bastante entre os brejos, sendo 32% no brejo de Brejdo e 66%
no brejo de Jenipapo. Ronquim (2010) cita que a saturacdo por bases se apresenta como um
excelente indicativo das condigdes gerais de fertilidade do solo. Assim, o solo pode ser
categorizado de acordo com a porcentagem da saturacao por bases em: solos eutréficos (férteis)
= v% >50% e solos distréficos (pouco férteis) = v% <50%. Dessa forma, o solo do brejo de
Jenipapo se mostrou eutrofico (fértil). Tal resultado indica que os fungos mucoraceos se
adaptam bem em solos férteis ou pobres em nutrientes.

Embora o brejo de Jenipapo tenha exibido, em numeros absolutos, maiores riqueza e
diversidade de fungos mucoréceos, com relacdo ao brejo de brejdo, estatisticamente, ambos 0s
brejos ndo diferiram quanto a esses parametros, dados que corroboram com estudos de de Lima

(2023), que também constatou que ndo houve diferenca significativa na diversidade e o nimero
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de espécies entre os brejos que analisou. Curiosamente, existem algumas diferencas mais
notéveis entre os dois brejos visitados nesse estudo que merecem destaque: 1- o brejo de
Jenipapo apresenta-se preservado e com relevo mais acentuado (maior declive), em comparacao
com o brejo de Brejdo; 2 — algumas propriedades do solo (Ex: P, Ca, H, SB, v% e m%) e as
temperaturas do solo e do ar variam entre os dois brejos. Mesmo assim, essas diferencas
(antropizacdo, relevo, varidveis do solo e temperaturas) ndo influenciaram na riqueza e
diversidade dos fungos mucoraceos nos dois brejos. Esse resultado reforca os dados
demonstrados em outros trabalhos (LIMA, 2018; De SOUZA, 2019; LUNDGREN, 2021;
CORDEIRO, 2023), pelo menos no que se refere ao fato de que o tipo de solo ndo influencia
na riqueza e diversidade dos fungos zigospdricos em brejos de altitude pernambucanos.

Gongronella butleri, M. ardhlaengiktus e B. locustae foram as espécies que
apresentaram mais correlac6es com as propriedades quimicas do solo, o que pode indicar uma
predilecdo nutricional de algumas espécies por determinados atributos. Por exemplo, fosforo
(P) foi o0 elemento que apresentou fortes correlagdes positivas com mais espécies, como Mucor
ardhlaengiktus, M. subtilissimus, Gongronella butleri, Backusella locustae e Rhizopus
arrhizus. Lundgren (2021) inferiu em seu trabalho que o P foi uma das variaveis do solo que
influenciaram a comunidade de Mucoromycota no solo da RPPN do Benedito e da Serra do
Comunaty. Entretanto, assim como o verificado por Cordeiro (2023), os resultados expostos
nessa dissertacdo mostram que as diferentes variaveis quimicas do solo parecem influenciar de
formas diferentes cada espécie de fungos mucoraceos. Além disso essa autora, bem como de
Lima (2023), mostraram que as mesmas espécies podem ser influenciadas de formas diferentes,
a depender do ecossistema em que se encontram. Comparando 0s nossos resultados com os das
autoras supracitadas, fica claro que encontrar padrdes para entender as influéncias dessas
varidveis nas comunidades de fungos mucoraceos do solo pode ser uma tarefa complicada,
sendo impossivel, muito provavelmente porque essas variaveis atuam de forma conjunta nas
comunidades desses fungos. Quando avaliamos as variaveis de forma isolada, parece ébvio que
cada uma das variaveis consideradas nesse estudo exibiu alguma correlagdo com algumas das
espécies isoladas, mas, talvez, se as variaveis fossem analisadas em conjunto, teria-se uma
melhor visdo da influéncia desses atributos nas comunidades dos fungos mucoraceos com um
todo, como foi realizado por Lima et al. (2020), para as comunidades de Mucorales em
ecossistemas da Mata Atléantica de Pernambuco.

Alguns fatores abidticos como pH, salinidade, temperatura e matéria organica
podem influenciar a distribuicdo de microrganismos do solo, como espécies de fungos em um

determinado solo (CRUZ et al., 2017). Esse atributo foi positivamente correlacionado com M.
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ardhlaengiktus, B. locustae e M. subtilissimus, mostrando que essas espécies provavelmente
possuem afinidade com solos levemente &cidos, diferente de C. elegans, A. cornuta e M.
circinatus que parecem nao exibirem afinidade com solos levemente acidos. Ambos os brejos
apresentaram um pH levemente acido, sendo o brejo de Jenipapo (pH médio =5,7) e em Brejédo
(pH médio = 5,2). Segundo Lima et al. (2020), o pH foi o principal atributo edafico que
influenciou a composicéo, riqueza e abundéncia das comunidades de fungos mucoraceos em
solos da Mata Atlantica, o que ndo foi observado no presente estudo, ja que esse atributo
aparentou influenciar apenas algumas especies.

A correlagdo de Spearman, mostrou que a precipitacdo pluviométrica influenciou
positivamente a ocorréncia de M. pseudocircinelloides, enquanto a temperatura influenciou
positivamente M. merdicola e M. souzae e influenciou negativamente M. circinatus,
demostrando que Mucor parece ser 0 género mais sensivel a essa variavel, em comparacdo com
outros géneros de Mucorales. Foi verificado que a temperatura do solo se correlacionou
negativamente com A. saloanesis, o que também foi observado por Cordeiro (2023), para o
brejo de altitude da Reserva Natural Brejo. E importante ressaltar que no presente trabalho nao
foi possivel confirmar a influéncia da pluviosidade sobre a diversidade e riqueza de espécies de
fungos mucoraceos, muito menos sobre a composi¢do das comunidades, uma vez que 0s niveis
de precipitacdo antes das coletas foram baixos/inexistentes. Entretanto, foi possivel detectar a
influéncia pontual da pluviosidade e das temperaturas do solo e do ar em poucas espécies, como
observado na Figura 12. No entanto, como as taxas de precipitacdo foram baixas antes das
expedicdes de coleta, novos estudos sdo necessarios, em ambos 0s brejos, para que se possa
entender a influéncia dessa variavel nas comunidades desses fungos, nessas areas.

Backusella paraconstricta e Cunninghamella sp.1 sdo espécies novas, com base em
caracteristicas morfologicas e genéticas (regides ITS e LSU do rDNA). Com relacdo a
Backusella paraconstricta URM 8637, nossas analises filogenéticas demonstraram que esta
espécie é geneticamente distinta de todas as outras espécies de Backusella e estd no mesmo
clado de B. constricta. Essa espécie pertence a um clado maior contendo também B. variabilis,
B. thermophila e B. indica. Cordeiro et al. (2023) propuseram que a temperatura maxima de
crescimento representa uma caracteristica taxonémica valida para diferenciar espécies de
Backusella. Esses autores identificaram sete espécies de Backusella capazes de crescer em
temperaturas > 36 °C, quatro das quais (B. constricta, B. variabilis, B. thermophila e B. indica.)
foram colocados no mesmo clado nas arvores filogenéticas apresentadas por esses autores.
Aqui, estd sendo descrita uma nova espécie, que cresce a 36 °C, e também pertence a este clado.

Isso confirma que a temperatura maxima de crescimento é uma caracteristica filogeneticamente
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informativa e relevante para identificacdo de espécies de Backusella. Morfologicamente, B.
paraconstricta difere de B. constricta por formar esporangios menores (até 70 um de didmetro),
do que os da ultima espécie (100 um de diametro). Backusella constricta forma columelas
conicas (maioria) ou cilindricas, que podem ser ligeiramente ou fortemente constritas no centro
(LIMA et al. 2016), enquanto as columelas de B. paraconstricta sdo principalmente conicas,
subglobosas, raramente aplanadas, e muito raramente alongadas para elipsoides, cilindricas e
com uma ligeira constricdo na base. A nova espécie forma predominantemente
esporangiosporos elipsoides, embora alguns sejam subglobosos, globosos e irregulares,
enquanto B. constricta forma apenas esporangiosporos subglobosos a elipsoides e ligeiramente
irregulares. Finalmente, B. paraconstricta pode crescer em temperaturas de até 36 °C, enquanto
B. constricta pode crescer até 39 °C.

Cunninghamella sp.1 esta sendo proposta como uma nova espécie, com base em
caracteristicas morfoldgicas e andlises filogenéticas. Nossa arvore concatenada ITS e LSU
rDNA demonstrou que essa espécie forma um clado irméo ao clado contendo C. verrucosa e
C. clavata. Assim como C. verrucosa e C. clavata, a nova espécie também forma esporoforos
com vesiculas clavadas e esporangios globosos. No entanto, algumas diferencas morfoldgicas
sdo observadas entre essas trés espécies.

A primeira vista, Cunninghamella sp. 1 parece morfologicamente semelhante a C.
verrucosa, pois ambas as espécies formam esporéforos com vesiculas com um a varios
pedicelos quebrados ou verrugas em sua superficie. No entanto, depois de analisar as duas
espécies com mais detalhes, algumas diferencas morfoldgicas foram bastante evidentes. Em
primeiro lugar, a colénia de Cunninghamella sp. 1 é persistentemente branca, diferindo de C.
verrucosa, que se torna cinza com a idade. Em segundo lugar, os esporéforos e C. verrucosa e
C. clavata sdo ndo ramificados ou apenas contém ramificacbes monopodiais simples, diferindo
dos da nova espécie que sdo simples, monopodialmente, mas também ramificados
simpodialmente (até 4 vezes). Em terceiro lugar, as vesiculas de Cunninghamella sp. 1 sdo
globosas (maioria) ou subglobosas, enquanto C. verrucosa forma vesiculas geralmente clavadas
e ovais, as vezes, subglobosas. Finalmente, C. verrucosa forma esporangiolos de até 17,6 um
de diametro (WANG et al. 2022), menores que 0s da nova espécie.

Cunninghamella sp. 1 difere de C. clavata por formar principalmente vesiculas
axiais globosas, muitas das quais tém varios pedicelos quebrados ou verrugas em sua superficie,
enguanto as vesiculas axiais de C. clavata sdo tipicamente clavadas e sem pedicelos quebrados
ou verrugas em sua superficie. Além disso, os esporéforos podem se ramificar repetidamente,

até sete vezes em C. clavata, mas apenas até quatro vezes em Cunninghamella sp. 1. Os
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esporangios de C. clavata sdo consistentemente globosos e os pedicelos tém até 11 pum de
comprimento, enquanto os esporangios da nova espécie sdo globosos e subglobosos e 0s
pedicelos sdo mais curtos. Além disso, clamidosporos nao sdo formados em C. clavata
(ZHENG & CHEN, 2001). Até onde sabemaos, essas estruturas de resisténcia so foram relatadas
em C. saisamornae (SUWANNARACH et al., 2021).

Nossos dados demonstram que Cunninghamella sp. 1 e B. paraconstricta sdo
morfologicamente e geneticamente diferentes das outras espécies, sendo, portanto, novas. Este

estudo contribui para o conhecimento da taxonomia e diversidade fungos mucoraceos no Brasil.
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7 CONCLUSOES

e A diversidade e a riqueza de fungos mucoraceos sao elevadas no solo dos brejos de
altitude de Brejdo e de Jenipapo.

e As varidveis quimicas do solo, a sazonalidade e as temperaturas do solo e do ar ndo
influenciam a riqueza e diversidade dos fungos mucoraceos, entre os brejos
inventariados, mas parecem influenciar a composicao de espécies desses fungos, entre
0s brejos.

e A sazonalidade influencia a composicéao de espécies de fungos mucoraceos no brejo de
altitude de Brejdo, enquanto, para o brejo de Jenipapo, essa influéncia é limitada.

e Poucas espécies de fungos mucoraceos sao influenciadas diretamente pelas
temperaturas do solo, do ar e pela pluviosidade nos brejos estudados.

e O solo do brejo de altitude de Jenipapo do agreste pernambucano é reservatorio para
espécies novas de fungos mucoraceos, assim como primeiras ocorréncias.

e  Osatributos do solo influenciam de formas diferentes cada espécie de fungo mucoraceo.
e Cunninghamella bertholletiae, Absidia saloaensis e Absidia pernambucoensis sdo as
espécies com mais frequentes e abundantes nos solos dos brejos de Brejdo e brejo de

Jenipapo.
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Abstract: Mucor adhlaengibtus is reported for the first ime in South America, where it was iso-
lated from =oil in an uplmd rainforest area, locted in the municipality of Sanhard, state of Pernam-
buco, Brazil. The strain URM 8592 is chamcterized by forming simply bmnched sporangiophores,
some monopodially branched, globose and subglobose columellae, infrequently ellipsoid with a
slight constriction at the base. The sporangiospores are mostly ellipsoid, although some are ovoid,
reniform and rarely imegularly shaped, and chlamydospores are frequently formed. This study pre-
sents a detailed morphological desaription of this mre mucoralean fimgus, Aspects of its taxonomy
and geographical distribution are also commented.

Keywords: Mucoromycoting; Mucoromyvestes; soil ; taxonomy

Introduction

Mucor Fresen. belongs to the phylum Mucoromyeota, subphyhim Mucoromycoting,
class Mucoromycetes, and order Mucorales (Wijayawardene et al. 2022). Species of this
genus are fast growing on cultiure media and form simple or sympodially and'or monopo-
dially branched sporangiophores, with non-apophysate terminal sporangia, as well as
columellae of variable shapes. Sporangiospores are smooth or rough-walled and of vari-
able shapes (Schipper 1978, Benny et al. 2014). Rarely, species of this genus form rhizoids
as is the case with M. furens Linnem. and M irregularis Stchigel, Cano, Guarro & E.
Alvarez (Benny et al. 2014). Mucor species have been isolated from different subsirates
such as soil, animal dung, plants, and decomposing food (Santiago et al. 2013, Lima et al.
2015, Nguyen et al. 2019). Some species of the M. circinelleides complex can be agents
of mucormycosis, affecting immunocompromised patients { Wagner et al. 2020).

Alvarez et al. (2011) proposed Mucor ellipsoideus Alvarez, Cano, Stchigel, Sutton &
Ciuarro isolated from a human patient in the United States of America. However, a few
years later, Walther et al. (2013), after a comprehensive phylogenetic (LSU and ITS
rDNA regions) study of Mucorales, reduced this species to a synonym of M. ardhlaengik-
s Mehrotra & Mehrotra, which was first isolated from soil in India (Mehrotra & Mehro-
tra 1979). Mucor ardhlaengiktus forms unbranched sporangiophores, sometimes once
branched, globose sporangia, and usually globose or subglobose columellae. Sporangio-
spores are ellipsoid, ovoid or reniform, and smooth-walled. Chlamydospores are abun-
dant, produced intercalary or terminally, isolated or in long chains (Mehrotra & Mehrotra
1979).

Currently, little is known about the distribution and ecology of M. ardhlaeng ks, since
there are few reports of occurrence of this species. So far, it has been reported to occur in
Australia (substrate unknown ), India (soil), Mexico (soil), China ( rice straw), South Ko-
rea (amphibian feces), the British Virgin Islands (substrate unknown), and the United
States of America (human patient) (Mehrotra & Mehrotra 1979, Alvarez et al. 2011,
Yang et al. 2019, Nguyen et al. 2019, GBIF 2022, GenBank 2022) (Fig. 1). A specimen
of M ardhleengikius RSC1 showed potential for the biotechnology industry due to its
ability to produce the enzyme f-glucosidase, which catalyzes the last step in the forma-
tion of glucose from cellulose and can be employed in agricultural and industrial pro-
cesses (Yang etal. 2019).
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During a study on the diversity of mucoralean fungi in an upland forest area in Pernam-
buco, northeastern Brazil, a specimen morphologically similar to M. ardhlaengikius was
found. The identity was confirmed by morphological and molecular (ITS and LSU re-
gions of the rDMNA) data, In this work, we describe and illustrate this rare species. Aspects
of its taxonomy and distribution are also commented.

Materials and methods

Study area and soil sampling: soil samples were collected in April 2022 in the district
of Jenipapo, municipality of Sanhard (8°17'08.6" 5 36530°533.9" W), located in the state
of Pernambuco, Brazil (Fig. 1). The local vegetation comprises subdeciduous and decidu-
ous forests. The climate is tropical rainy, with dry summers. The rainy season starts in
January/February, ending in September, and can extend until October. The average annual
temperature is 31 *C, with an average annual rainfall of 496 mm (MME 2005). Using
sterilized spatulas, soil samples were collected at a depth of 5 cm, packed in sterile plastic
bags and stored in styrofoam boxes with ice for transport to the Laboratério de Fungos
Zigosporicos at the Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
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Fig. 1. A. Geographical distribution of Mucor ardhizengiktus. B. Geographic location of the first re-
cord of Mucaor arghizengiktus (URM 8592) in South America (Brazil).
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Isolation, purification, and identification of Mucor ardhifaengikius: Five milligrams
of soil were added to wheat germ agar culture medium (Benny 2008), with the addition
of chloramphenicol (80 mgL"). Colony growth was monitored for 72 hours at room tem-
perature (26 + 2 *C). Fragments of mycelium were removed directly from the Petri dishes
under a Leica EZ4 stereomicroscope and transferred to malt extract agar (MEA) plates
(Benny 2008). Mycelium fragments from the specimen were transferred to slides with 2%
KOH or lactophenol blue and observed under light microscopy (Leica DMS00). The
gpecimen was identified by comparing the macroscopic appearance (color and appear-
ance of the colony) and the microscopic structures (shape and size of sporangia, cohumel-
lae, sporangiospores, and chlamydospores), as described by Mehrotra & Mehrotra (1979)
and Alvarez et al. (2011). Forty measurements were made for each fungal structure from
plates incubated at 25 *C for 7 days on MEA in the dark. A live culture (URM 8592) is
deposited in the URM culture collection of the Universidade Federal de Pernambuco.

DNA extraction, PCR, sequencing, and phylogenetic analysis: Fungal biomass was
obtained from MEA cultures incubated at 28 °C for up to 3 days and was transferred to
2 mL micrombes with screw caps. To each tube, 0.5 g of acid-washed glass beads of two
different diameters (150-212 pm and 425600 pm, 1:1) (Glass beads, Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany) were added and the fungal biomass was crushed by stirring at high
gpeed in a FastPrep homogenizer (FastPrep-24, MP Biomedicals, California, USA). The
genomic DNA extraction procedure was conducted as described by de Oliveira et al.
(2016, where the myceliwm was homogenized in CTAB lysis buffer [2% cetyltrimethyl-
ammonium bromide, 20 mM EDTA, 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0), 1.4 M NaCl; Doyle &
Doyle 1987, Dovle & Doyle 1990]), washed with chloroform: isoamy| alcohol (24:1), and
subsequently the DNA-containing supernatant was separated from the hyphal residues.
The supernatant was mixed with an equal volume of sopropanol followed by DNA pre-
cipitation after incubation at —20 *C for 30 min. After centrifugation at 13.000 rpm for 13
min the resulting DNA pellet was washed with 70% ethanol and resuspended in 50 pL
ultrapure water.

For the amplification of the 1TS and the LSU of rDNA, the primer pairs ITS1/1TS4 and
LRI/LSLZ2 (White et al. 1990, van Tuinen et al. 1998, Santiago etal. 2014), were used,
respectively. The final amplicons were purified with the enzymatic mix (NucleoSAP,
Molecular Biotecnologia, Belo Horizonte, Brazil) and used for sequencing at Plataforma
Multivsuirios de Sequenciamento, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de Per-
nambuco = UFPE (Pernambuco, Brazil).

The sequences of strain URM 8392 were compared with sequences available on the Na-
tional Center for Biotechnology Information GenBank database using the tool BLASTn
to find penetically closest sequences (Table 1). Sequences were alipned using MAFFT v.7
(hitps://mafft.chrc jp/alignment/server) (Katoh & Standley 2013) for each of the molecu-
lar markers. Subsequently, the sequences were edited manually in MEGA v.7 (Kumar et
al. 2006). ITS and LSU (rDNA) region alipnments were concatenated before phyloge-
netic analyses. Bayesian inference (BI) and maximum likelihood (ML) analyses were
performed with MrBaves v.3.2.2 (Ronguist et al. 2012) on XSEDE and RAXML-HPC
BlackBox v.8.2.8 (Stamatakis et al. 2008, Stamatakis 2014), respectively, using the CIP-
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Table 1. Specimens usad in the phyloganetic analyses with their GanBank accession numbers. Bold
letters indicate the strain obtained in this study. ' CBS culture collection of the Wasterdijk Fungal
Bindivarsity Institute, The Metherands; @ CNUFC Chonnam Mational University Fungal Collection,
Gwangju, South Korea; 2 URM Culture Collection and URM Herbarium, Universidade Federal de
Parmambuco, Recife, Brazil. Ex-type, ax-apitype, and ex-holotype strains are marked with “T7, "ET,

and "HT", respactivaly.

Species Strain number GenBank accession Mo.  Reference
ITS Lsu
Mucor amphibiorum Schippor  'WCBS 783,747 NR_103815 MNG_057877  Walther at al.
(2013)
M. ardhiaengiktus B.S. CBS 210807 NR_152980 JN208504  Walther ot al.
Mehrotra & B.M. Mehrotra (2013)
M. ardhizangiktus CBS 650.78 JNZOE174  JNZ0B429  Walther ot al.
(2013)
M. ardhigengikius *CNUFC ME243540 MK242388  Nguyen et al.
FKT18033 (2019)
M. ardhigangikius *CNUFC MES43541  MEKS42330  Nguyen et al.
FKT18034 (2019)
M. ardhlaengiktus *URM 8502 00034611 OQ034577  This study
M. azygosporus RLK. Benj. GBS 202,63 NR_103632 NG 057328 Walther et al.
(2013)
M. falcatus Schipper CBS 251.35"  NR_103647 NG_057%31 Walther et al.
(2013)
M. inaequisporus Dade WCBE 351,50 JMN20E178  JM208500  Walther et al.
(2013)
M. inaequisparus CBES 406,66 JNZ0E1TE  JN208501  Walther at al.
(2013)
M. indicus Lendn. WCBS 226205 NR_O77173 NG_0S7E7TE  Walther ot al.
(2013)
M. indicus CBS 42411 MHBED19E MHB7T12688  Walther at al.
(2013)
M. nederiandicus Vanova GBS 735.70 JNZOE1TE  JWNZ06503  Walther et al.
(2013)
M. odoratus Treschew WCB5130.417  NR_145287 MNG_057227  Walther et al.
(2013)
M. prayagensis B.5. WCBS 816,70 MHBZ0957 JN206496  Walther ot al.
Mehrotra & Mand ax Schipper (2013)
M. vcrainicus Milko CBS 221,711 JN206191  MT523853  Walther ot al.
(2013)
M. ucrainicus CBS 674.88 JNZ0E192  JN20B507  Walther ot al.
(2013)
M. variosporus Schipper WCBS 837 70" NR_152051 JN208508  Walher at al.

{2013
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Table 1. cont.

Species Sftrain number GenBank accession No.  Reference

ITS Lsu

M. zychae var. zychae Baijal & "CBS 416677 NA_103841 NG_057930 Walther et al.

B.5. Mehrotra {2013)

Backusella circina J.J. Elis & "CBS128.707 MNA_103649 NG_058848 Walther ot al.

Hesselt. (2013)

RES Science Gateway (htp »aww.phy lo.org/) (Miller et al. 2010). The ML analysis was
performed using the GTRA+1+G standard nucleotide substimtion model, and the BI was
performed using the best nuclectide model selected by AIC in MrModeltest 2.3, Bayesian
Inference analysis was conducted with 1 x 10 generations with a burn-in vahe of 25%.
Phylogenetic trees were viewed and arranged using Interactive Tree of Life (iTOL) w4
(hitps:/itol.emblde) | Letunic & Bork 2019). Values less than 0.90 Bl posterior probabil -
ity and 70% ML bootstrap were not considered. The newly obtained sequences were de-
posited in the GenBank database. GenBank accession numbers are listed in Table 1.

Results

Phylogenetic analyses

Phylo genetic relationships within Mucor species were estimated by a Bayesian inference
(BI) and Maximum Likelihood. The alignment of ITS and LSU consisted of 21 sequences
and 1311 characters with 796 and 51 5 characters used in the ITS and LSU, respectively.
The phylogenetic analysis placed the studied isolate within the the M. ardhlaengikius
clade with high support values. The topology of the concatenated tree, as well as the ML
bootstrap values and Bayesian inference posterior probabilities (=70% and =>0.95, respec-
tively), are shown in Fig. 2. In the BLASTn analysis, the LSU and ITS sequences of URM
#3092 showed 99.4% and 1004 identity with the sequence of M. ardkleengikins (ex-type
CBS 210.80), respectively (Fig. 2).

Taxonomy

Mucor ardhleengikrus B.S. Mehrotra & B.M. Mehrotra, Svdowia 31 (1-6): 94 1979
[1978]. (Fig. 3).

= Mucor ellipsoideus Alvarez, Cano, Stchigel, Sutton & Guarro.

Material examined: Brazil, Pernambuco, Sanhard, District of Jenipapo (B°17'08.6" 5
36°30053.9" W), isolated from soil samples, 12 April 2022, Francisca R.S. dos Santos
(URM 8592).
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Fig. 2. Phylogenetic trea of Mucor ardhlasngiktus (URM 8592) and related specias constructed using
analysis of combined ITS and LSU of ribosomal DNA. Values for Bayesian posterior probabilities
over 0.9 and ML bootstrap greater than or equal to 70% are placed above the branches. The se-
quence obtained in this study is showed in boldface. Backuselia circina was used as an outgroup.

Distribution: Australia, Brazil, India, Mexico, South Korea, the British Virgin Islands,

and the United States.

Description: Colony white, reverse pale cream-colored, covering the entire Petri dish

(9 cm diam. and 1.5 cm high) after 5 days

on MEA, at 25 °C. Sporangiophores hyaline,

long, erect. infrequently curved, unbranched or with a single branch, some monopodially
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Fig. 3. Mucor ardhlaengiktus (URM 8592). A. Sporangiophore with sporangium. B, C, D. Sporangio-
phore with columelia. E. Chlamydospores. F. Sporangiospores.

branched, up to 960 (~1440) x 7.5 pm, smooth-walled. Rhizoids not observed. Sporangia
globose, 26.5-60 pm diam, initially yellowish, brownish when mature, smooth-walled.
Columellae hyaline, globose and subglobose, infrequently ellipsoid with a slight constric-
tion at the base (9.5-) 14.5-30 (-40) x (9.5-) 14.5-26.5(-40) pm, smooth-walled. Collar
discreet. Sporangiospores hyaline, ellipsoid, a few ovoid, reniform and infrequently ir-
regularly shaped, 5-7 (~9.5) x 2.5-5 pm, with yellow contents, smooth-walled. Chla-
mydospores abundant on hyphae, intercalate and terminal, globose or ellipsoid. Zy-

gospores and azygospores not observed.
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Discussion

We provide data on the first occwrrence of M. ardifaengikiug in South America, isolated
from soil in an upland forest area, located inthe state of Pernambuco, Brazil. This species
differs from other species by simultaneously forming unbranched or single branched spo-
rangiophores, some monopodially branched, globose sporangia, globose or subglobose
columellae, some ellipsoid with a slight constriction at base, ellipsoid sporang iospores, a
few slightly ovoid, reniform or infrequently rregular, with vellow contents, and abundant
chlamydospores. Although Stalpers & Schipper (1980) pointed out that M. andhlaengik-
tus obligatorily forms azygospores, our specimen differs from the holotype (Mehrotra &
Mehrotra 1979) by not forming this stuctre. Alvares et al. (2011) also did not observe
azygospores in their specimen grown on MEA. As the culre medium used to describe
the holotype was oat agar { OA), different from the MEA used in this work and by Alvares
etal.{2011), we first hypothesized that the production of azygospores was induced by the
type of culure medium used. However, Nguyen et al. (2019) grew a Korean specimen of
M ardhlaengikius on MEA, potato dextrose agar and OA, with no azy gospore formation.
Thus, we believe that the formation ofthis structure is probably related to intrinsic aspects
of each specimen. Azygospores have also been observed im mucoralean fungi from
crosses between different but closely related species or between different genera. This
structure originates from parthenogenesis and can be found in both homothallic and het-
erothallic species (O°Donnell et al. 1977, Walther et al. 2019). In addition, the Brazilian
isolate forms sporangia 26.5-60 pm in diameter, slightly differing from the holotype that
forms sporangia 28-72.6 in diameter (Mehrotra & Mehrotra 1979), whereas Nguven et al.
{2019) observed sporangia up to 79 pm in the South Korean specimen. The specimen
described by Alvares et al. (2011) showed some minor differences in comparison to our
specimen, such as a pale-yellow mature colony and globular to conical columellae. Yet
these authors did not mention yvellow contents inside sporangiospores.

Until now, M ardifaengikius has been reported from Australia, India, South Korea,
China, Mexico, the British Virgin Islands, and the United States of America (GBIF 2022),
but with little information about substrates and ecology of this species. We strongly be-
lieve that like other species of Mucor, M. andhlaengikius is a soil saprobe, but it seems o
also be an opportunistic infectious agent, as it was isolated from peritoneal dialysis fluid
of a human patient with chronic renal failure {Alvarez et al. 2011). These authors reported
that this species is able to growth and sporulate up to 37 *C, which is a virulence factor to
infect humans (K.dhler et al. 201 5). Other species of this genus, such as M. irregularis (Lu
et al. 2013) and those of the M. circinelloides complex (Wagner et al. 2020), have also
been reported as causative agents of invasive mucormycosis (Garcia-Hermoso et al.
201 8). Thus, further smdies on this species should be carried out to better understand its
ecology, inchuding its opportunistic behavior as an agent of mucormycosis.
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