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RESUMO

Mucorales é a maior e mais diversa ordem de fungos em Mucoromycota (Mucoromycotina)
com 340 espécies, distribuidas em 55 géneros e 14 familias. A maioria destes fungos possui o
hébito saprobio, entretanto, hd espécies parasitas de outros fungos, animais, humanos e
plantas. Como fitopatdgenos, os Mucorales sdo encontrados em uma ampla gama de
hospedeiros, especialmente, em frutos e hortalicas causando podriddo mole pds-colheita. No
Brasil, ainda sdo escassos 0s estudos que abordam a identificacdo de Mucorales na pos-
colheita. Sendo assim, o presente estudo teve por objetivo conhecer as comunidades de
Mucorales em diferentes frutos e hortalicas coletadas de mercados do Recife e comprovar a
patogenicidade de espécimes. Para isto, foram realizadas coletas de frutos apresentando
sintomas de podriddo mole em mercados do Recife e encaminhados ao laboratério para
isolamento em meio BDA. Foram obtidos 41 isolados de Rhizopus, 27 de Mucor e 9 isolados
de Gilbertella. Estes foram avaliados morfologicamente utilizando literatura de referéncia
para cada género encontrado. Em seguida, foram realizadas andlises filogenéticas por
Inferéncia Bayesiana para Rhizopus com a regido génica LSU rDNA, enquanto, para Mucor
e Gilbertella as regides ITS e LSU foram amplificadas e avaliadas. Seis espécies foram
identificadas, sendo essas: G. persicaria, M. inaequisporus, M. merdicola, M. variisporus,
Mucor sp. e R. stolonifer. Posteriormente, testes de patogenicidade foram realizados com
cumprimento dos Postulados de Koch. No presente estudo, G. persicaria foi relatada pela
primeira vez causando podriddo mole em frutos de acerola, fruta-pdo, maméao e pseudofruto
de caju, originando o artigo intulado “New reports of Gilbertella persicaria causing post-
harvest rot in different fruits in Brazil” (Apéndice da dissertagdo). Mucor inaequisporus foi
relatado pela primeira vez causando podridao do pseudofruto de caju, em frutos de goiaba,
jambo-vermelho e associado a fruta-pao; M. variisporus em fruto de banana; M. merdicola
em fruto de melancia; R. stolonifer foi relatado pela primeira vez causando podriddo mole dos
frutos de abacate, berinjela e péra no Brasil e associado ao fruto de achachairu. O presente

estudo contribui para o conhecimento da comunidade de Mucorales na pés-colheita.

Palavras-chave: Etiologia. Fitopatdgenos. Mucoromycotina. Taxonomia.



ABSTRACT

Mucorales is the largest and most diverse order of fungi in Mucoromycota (Mucoromycotina)
with 340 species, distributed in 55 genera and 14 families. Most of these fungi have a saprobic
habit, however, there are parasitic species of other fungi, animals, humans and plants. As
phytopathogens, Mucorales are found in a wide range of hosts, especially in fruits and
vegetables causing post-harvest soft rot. In Brazil, there are few studies that address the
identification of Mucorales in post-harvest. Therefore, the present study aimed to understand
the Mucorales communities in different fruits and vegetables collected from markets in Recife
and proving the pathogenicity of specimens. For this, fruits showing symptoms of soft rot
were collected in markets of Recife and sent to the laboratory for isolation in PDA medium.
Forty-one isolates of the genus Rhizopus, 27 of Mucor and 9 isolates of Gilbertella were
obtained. These were morphologically evaluated using reference literature for each genus
found. Then, phylogenetic analyzes were carried out using Bayesian Inference for Rhizopus
with the LSU rDNA gene region, while for Mucor and Gilbertella the ITS and LSU regions
were amplified and evaluated. Six species were identified, namely: G. persicaria, M.
inaequisporus, M. merdicola, M. variisporus, Mucor sp. and R. stolonifer. Subsequently,
pathogenicity tests were carried out in compliance with Koch's Postulates. In the present
study, G. persicaria was reported for the first time causing soft rot in acerola, cashew,
breadfruit and papaya fruits, originating the article entitled “New reports of Gilbertella
persicaria causing post-harvest rot in different fruits in Brazil” (Appendix of the dissertation).
Mucor inaequisporus was reported for the first time causing soft rot of cashew pseudoftruit,
guava and red jambo fruits, and associated with breadfruit; M. variisporus in banana fruit; M.
merdicola in watermelon fruit; R. stolonifer has been reported for the first time causing fruit
soft rot of avocado, eggplant and pear in Brazil and associated with achachairu fruit. The
present study contributes to the knowledge of the Mucorales community in the post-harvest
period.

Keywords: Etiology. Phytopathogens. Mucoromycotina. Taxonomy.
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1 INTRODUCAO

A pds-colheita € 0 conjunto de etapas que abrangem, desde o0 momento da colheita de
produtos agricolas, passando pelo armazenamento, comercializacdo, até a residéncia do
consumidor (MARI et al., 2014). Dentre esses produtos, frutos e hortaligas se destacam como
importantes fontes de nutrientes que fazem parte das necessidades basicas de uma populacao e
contribuem para uma melhor qualidade de vida (ZIV; FALLIK, 2021). No Brasil, a producéo
de hortifruti apresenta grande relevancia econdmica, gerando empregabilidade e lucro. Além
disso, o pais € o terceiro maior produtor de frutos, com um volume anual acima de 50 milhdes
de toneladas, ficando atras apenas da China e india (FAOSTAT, 2021a). Na regido Nordeste, 0
agronegocio é a base econémica, especialmente pela producédo de frutas e seus derivados, seja
para exportacdo ou para o comércio local (SILVA et al., 2019).

Frutos e hortalicas sdo altamente pereciveis, em geral, devido a sua taxa respiratoria,
quantidade de &gua e ampla superficie. Durante a pés-colheita e na maturidade, a mercadoria é
mais suscetivel aos danos mecanicos que podem ocorrer pelo manuseio, transporte ou
armazenamento (LUENGO et al., 2007). Paises em desenvolvimento, perdem cerca de 50%
dos frutos e hortaligas produzidos (FAOSTAT, 2021b) e, embora seja dificil estimar, as perdas
no Brasil se encontram em torno de 40% (EMBRAPA, 2019). As popula¢des mais carentes sdo
as mais afetadas, pois adiquirem menor quantidade de alimentos, 0 que compromete seu quadro
nutricional (IBGE, 2020).

Entre as causas de perdas pos-colheita estdo as doencas causadas por microrganismos
como fungos e bactérias, além de pragas causadas por animais. Considerando apenas a
producdo de frutas no pais, doencas causadas por microrganismos fitopatogénicos levam a
perdas de até 80%, sendo a maioria destas causadas por fungos (CAMARGO et al., 2011;
SINGH; SHARMA, 2018). As perdas por fungos sdo especialmente atribuidas a produtos
danificados fisicamente, em armazenamento prolongado e/ou submetidos a temperaturas
inadequadas (SINGH; SHARMA, 2018). Estes ocasionam doencas, como as podriddes,
capazes de causar perdas substanciais no campo e apds a colheita (COATES; JOHNSON
1997).

Entre os fatores limitantes para producdo agricola, estad a podriddo mole (CRUZ-
LACHICA et al., 2017). Recorrente e devastadora para diversas culturas, a doenca tem como
agentes causais bactérias, tais como Erwinia e Pseudomonas ou fungos, dentre os quais se
destacam os zigosporicos, representados pela ordem Mucorales, com Rhizopus, Mucor,
Gilbertella e Choanephora sendo os géneros mais citados (CSERNETICS et al., 2005; BHAT
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et al., 2010; HYDE et al., 2014). Quando causada por fungos, é conhecida como podriddo de
Rhizopus ou de Mucor, por serem esses 0s principais agentes associados, com destaque para R.
stolonifer Ehrenb. Além disso, vale salientar que os fungos mucoraceos exibem tendéncias de
rapido contagio entre os frutos e vegetais préximos, principalmente durante o armazenamento,
e entre os que estdo danificados mecanicamente, tal como para morangos (COATES;
JHONSON, 1997; FELIZIANI; ROMANAZZI, 2016).

No Brasil, o conhecimento a respeito das comunidades de Mucorales € escasso e
fragmentado, sdo 75 espécies reportadas, distribuidas nas regides Norte, Nordeste e Sudeste
(FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2024). Quanto aos estudos no Nordeste do pais, ha poucos
relatos da ordem como causadores da podriddo mole em frutos e hortaligas, sendo estes nos
estados da Bahia, Paraiba e Pernambuco, o tltimo, no municipio de Cha-Grande (HENZ et al.,
1994; PINHO et al., 2014; VIEIRA et al., 2018).

Considerando a caréncia de estudos sobre Mucorales fitopatogénicos no Nordeste e a
relevancia desses agentes na poés-colheita, € imprescindivel preencher as lacunas sobre o
conhecimento das comunidades desses fungos associadas a podriddo de frutos e hortalicas no
Recife, com estudos de taxonomia classica e biologia molecular. Esse trabalho é o primeiro no
Brasil a abordar o levantamento da riqueza de Mucorales na pos-colheita de frutos e hortalicas.
Dados coletados contribuirdo para futuros estudos sobre a taxonomia e ecologia dos fungos
mucoraceos, além de agdes voltadas para o estabelecimento de estratégias de controle das
podriddes causadas por fungos.

Sendo assim, o estudo teve como objetivos identificar e descrever espécies de
Mucorales provenientes de frutos e hortalicas, com sintomas de podriddo mole em é&reas
comerciais do Recife e comprovar a patogenicidade de isolados em seus respectivos

hospedeiros.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 FRUTOS E HORTALICAS: IMPORTANCIA SOCIAL E ECONOMICA

Frutos e hortalicas sdo partes comestiveis de plantas, cultivadas ou selvagens, em estado
bruto ou pouco processado. Além disso, ricas fontes de compostos bioativos de baixo valor
calérico como vitaminas, fibras e sais minerais (MINISTERIO DA SAUDE, 2022a). O Brasil
€ um pais de grande extensdo territorial, com variadas condi¢fes climaticas e sistemas de
cultivo de plantas (PIEDRA-BONILLA et al., 2020). Destaca-se como principal produtor e
exportador de culturas de diversas espécies e origens, dentre as quais predominam a soja,
seguida pelo milho, cana-de-aclcar e o café. Quanto as raizes, a mandioca é a mais
comercializada e, entre as frutas, laranja e banana (IBGE, 2021).

O Brasil € o terceiro maior produtor de frutas no mundo, com 59 milhdes de toneladas
produzidas por ano, apenas atras da China (265 MTPa) e india (93 MTPa). A maior parte da
producdo de frutas no pais é destinada ao mercado interno e cerca de 3% para a exportacdo
ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI & FRUTI, 2021; FAOSTAT, 2021a). Recentemente, a
exportacdo de frutas no pais corresponde a 980 mil toneladas, onde a regido Nordeste é destaque
com as culturas de meldo, banana, abacaxi, uva e manga (SECEX, 2022; ANUARIO
BRASILEIRO DE HORTI & FRUTI, 2023). No ano de 2022, o Nordeste exportou 390 mil
toneladas de frutas, sendo o estado de Pernambuco considerado o maior exportador do Brasil
com o rendimento equivalente a U$D 244 milhdes (ABRAFRUTAS, 2023).

Alguns frutos também podem ser classificados como hortalicas, devido ao cultivo
realizado em hortas, curto ciclo e por serem plantas do tipo herbaceas, como a melancia e o
meldo. O Brasil produz cerca de 20 milhdes de toneladas de hortaligcas por ano, com quase todo
volume destinado ao consumo domestico (EMBRAPA, 2020). Isto porque as hortalicas sdo
facilmente cultivadas em pequenas propriedades, tornando-se uma alternativa de renda para
pequenos produtores. No Nordeste, onde as areas de propriedades estdo cada vez mais
reduzidas, o cultivo de hortaligas tem beneficiado com lucro e empregabilidade, pelo ciclo curto
das hortalicas e necessidade de méo de obra intensiva (BRAINER, 2021).

Embora o setor de hortifruti seja promissor no Brasil, segundo a Rede Brasileira de
Pesquisa em Soberania e Seguranca Alimentar, 33 milhdes dos brasileiros vivem em condicéo
de inseguranca alimentar, ou seja, sem 0 acesso regular a alimentos de qualidade (REDE
PENSSAN, 2022). As perdas que ocorrem ao longo da cadeia produtiva e de comercializacéo
estéo entre os fatores que mais limitam o acesso da populacdo aos alimentos e prejudicam o
setor comercial (EMBRAPA, 2019).
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Estima-se que no Brasil, 26 milhdes de toneladas de alimentos sdo desperdicados ou
perdidos, o que poderia suprir as necessidades de 40 milhdes de pessoas (CEDES, 2018). A
maioria das perdas de frutos e hortalicas ocorrem na etapa pds-colheita variando com a estacdo,
perecibilidade dos produtos, forma de colheita, manejo, transporte e armazenamento
(KITINOJA; KADER, 2015). A reducdo de perdas pos-colheita combate a fome e o
desemprego, reduz os desperdicios de recursos de producdo, promove a seguranga alimentar e
a sustentabilidade ambiental (FAOSTAT, 2022).

As perdas pos-colheita podem ser frequentemente causadas por bactérias como Bacillus,
Pectobacterium e Pseudomonas (BHAT et al., 2010) tal como por fungos, 0s quais séo
considerados 0s principais agentes de deterioracdo, destacando-se representantes como:
Colletotrichum spp., Botrytis cinerea, Fusarium spp., Penicillium spp., Monilinia spp.,
Alternaria alternata e fungos da ordem Mucorales como Rhizopus stolonifer (ZHANG et al.,
2021).

Os Mucorales (Mucoromycotina, Mucoromycota) representam importantes
fitopatdgenos na pos-colheita de diversos frutos e hortalicas causando a podriddo mole, doenca
caracterizada pela formacao de areas macias e aquosas no tecido vegetal (CRUZ-LACHICA et
al.,, 2017). Tal doenca é um problema socioecondmico, especialmente em paises
subdesenvolvidos, tropicais e subtropicais, desvalorizando os produtos e prejudicando a
qualidade nutricional e seguranca do consumidor (CENCI, 2006; HYDE et al., 2014; KUMAR,;
PRASAD, 2021).

2.2 PODRIDAO MOLE DE MUCORALES EM FRUTOS E HORTALICAS

Em evolugéo conjunta aos fungos, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa
contra o ataque ao tecido vivo, os frutos apresentam barreiras fisicas como a cuticula vegetal e
quimicas como é&cidos fendlicos e fitoalexinas, os quais sdo compostos antifungicos pré-
formados ou induzidos (PRUSKY, 1997; MOSS, 2008). Contudo, as infec¢bes causadas por
fungos séo recorrentes para diversas culturas e podem acontecer ainda em campo, com patégeno
permanecendo quiescente em seu hospedeiro até que condigdes fisiologicas e ambientais o
modifiqguem na maturidade (COATES e JOHNSON, 1997).

Os frutos séo substratos que oferecem vantagem ao crescimento fangico em relagdo as
bacterias, isto devido ao baixo pH, grande quantidade de agua, riqueza de sais minerais,
acucares e vitaminas (MOSS, 2008). Na maturacao, ocorre a reducdo dos compostos fenolicos
e protopectinicos e 0 aumento da quantidade de &gua, nutrientes e agUcares. Tais fatores em

conjunto ao manuseio, transporte e armazenamento inadequados na pés-colheita, tornam os



15

produtos suscetiveis a danos fisicos que favorecem a deterioracdo por patégenos oportunistas
(PRUSKY, 1997; FATIMOH et al., 2017).

De acordo com o estilo de vida, os fungos fitopatogénicos podem ser classificados como
necrotroficos, biotroficos ou hemibiotréficos. A maioria destes sdo necrotroficos, 0s quais
infectam e causam a morte das células vegetais durante a sua nutrigdo, com acdo de metabolitos
secundarios toxicos, proteinas ou enzimas (HORBACH et al., 2011).

Os representantes da ordem Mucorales sdo importantes causadores da podriddo mole
pos-colheita de frutos e hortalicas (CRUZ-LACHICA et al., 2021). Saprobios por natureza,
podem desenvolver um estilo de vida necrotréfico, necessitando de ferimentos no hospedeiro
para estabelecer o processo de infecgdo, por isso, considerados “patogenos fracos” (CRUZ-
LACHICA et al., 2017; COATES & JOHNSON, 1997). No entanto, ja foi possivel constatar
em experimentos, a capacidade de penetracao direta desses fungos em frutos intactos por meio
de esporos germinados em solucdo nutritiva (BAGGIO, 2013). Porém, as maiores taxas de
colonizagdo sdo para os frutos feridos e inoculados (LISKER, 1996).

Sobre condicBGes ambientais favoraveis de alta umidade e suscetibilidade do hospedeiro,
ocorre a germinacdo de esporangiosporos aderidos a cuticula vegetal e hifas intracelulares
invasivas se desenvolvem, culminando no surgimento dos sintomas da doenca e nos sinais do
fungo (STRUCK; MENDGEN, 1998; CRUZ-LACHICA et al., 2018). Em poucos dias, o tecido
torna-se completamente danificado e amolecido por acdo de enzimas hidroliticas, tais como
endoglucanase, exoglucanase e pectinases, que destroem a integridade da parede celular e da
lamela média vegetal, fornecendo nutrientes ao fungo (CRUZ-LACHICA et al., 2018). Em
contrapartida, os sintomas de podriddo mole causados por bactérias, tais como Pectobacterium
spp., diferem de maneira significativa da podriddo fungica pela a secre¢éo de liquido com odor
fétido (KIMATI et al., 1997).

2.3 MUCOROMYCOTINA BENNY

O antigo filo “Zygomycota” Moreau agrupava fungos que se reproduzem por meio de
copulacdo gametangial com a formagao de um zigdsporo, sendo o nome “Zygos” derivado do
grego “equilibrio”, devido aos suspensores que se formam e sustentam o esporo sexual
(HASSAN, 2019). Os fungos zigosporicos estdo entre 0s primeiros a divergirem na escala
evolutiva, sendo também considerados um agrupamento invalido, pela falta de suporte
filogenético e molecular entre as espécies, cujas analises de sequéncias de diferentes regides
génicas demonstram polifiletismo (JAMES et al., 2006). A partir disto, foram sugeridos 0s

subfilos incertae sedis: Mucoromycotina, Kickxellomycotina, = Zoopagomycotina,
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Entomophthoromycotina (HIBBETT et al., 2007) e Mortierellomycotina (HOFFMANN et al.
2011). Posteriormente, SPATAFORA et al. (2016) sugeriram os filos Mucoromycota Doweld
e Zoopagomycota para comportar os subfilos citados acima, além de sugerir Glomeromycotina.

Mucoromycotina Benny é o maior subfilo de Mucoromycota, separado em trés ordens:
Umbelopsidales, Mucorales e Endogonales. Enquanto Umbelopsidales e Mucorales
representam os fungos saprdbios, parasitas e endofiticos, Endogonales representam as
ectomicorrizas e alguns saprobios (SPATAFORA et al., 2016). Os representantes do grupo séo
conhecidos pela capacidade de degradar carboidratos simples como monossacarideos, por isso,
chamados de “fungos do agticar” (RICHARDSON, 2009). Tal habilidade os proporciona a
colonizagdo de diferentes substratos, incluindo alimentos como frutos e hortalicas, de onde sao
frequentemente isolados causando deterioracdo pré e pos-colheita (BENNY et al., 2014). Além
disso, sdo considerados metabolicamente versateis e possuem uma variedade de enzimas
capazes de assimilar fontes complexas de carbono como os biopolimeros de origem vegetal, a
citar espécies Rhizopus que degradam a celulose (PAWLOWSKA et al., 2019).

Mucoromycotina é morfologicamente caracterizado pela presenca de micélio
ramificado, cenocitico ou irregularmente septado, reproducdo assexuada por meio de
esporangidsporos unicelulares, os quais sdo produzidos por clivagem citoplasmatica em
esporangios multiesporados ou formam esporangiolos e merosporangios com esporos
contaveis. Os esporangidsporos podem estar ausentes e, raramente, podem formar artrdsporos
(BENNY et al., 2016). A columela € geralmente visivel e de formatos distintos, contudo, para
Umbelopsidales sdo discretas ou ausentes (WANG et al., 2013; WALTHER et al., 2019).
Clamiddsporos sdo comumente formados em taxons como Gilbertella, Mucor e Rhizopus
(SCHIPPER, 1978; KIMURA et al., 2012; CRUZ-LACHICA et al., 2017) e células de levedura
sdo registradas para os géneros Mucor, Benjaminiella, Bifiguratus e Mycotypha (BENNY et al.,
2014; TORRES-CRUZ et al., 2017).

2.4 MUCORALES FRIES

Mucorales, a maior ordem em nimero de espécies dentro do filo Mucoromycota, inclui,
aproximadamente, 340 espécies, distribuidas em 55 géneros (WIJAYAWARDENE et al.,
2022). Considerados ubiquos, os Mucorales sdo comumente pioneiros na colonizacdo de
substratos ricos em acucares simples (RICHARDSON, 2009). Em sua maior parte, apresentam
estilo de vida saprébio, podendo haver parasitas de animais, inclusive humanos, outros fungos,
plantas e espécies endofitas (JEFFRIES, 1984; BENNY et al., 2014; JIN et al., 2015).

Frequentemente sdo isolados a partir do solo, ar, excrementos, matéria organica em
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decomposicédo e de alimentos estocados, como frutas e hortalicas (WHITE et al. 2006;
HOFFMANN et al., 2013).

Os membros de Mucorales sdo os Unicos no subfilo Mucoromycotina reconhecidos
como fungos fitopatogénicos (BENNY et al., 2014; BENNY et al., 2016). Frequentemente,
responsaveis pela podriddo mole de frutos e hortalicas, ocorrendo com menos frequéncia para
flores, ramos e folhas (KWON; JEE, 2005; GOGOI et al., 2016). Entre os géneros de maior
importancia relatados, estdo: Rhizopus, Mucor, Gilbertella e Choanephora (CSERNETICS et
al., 2005; BENNY et al., 2014).

Existem também espécies micoparasitas, como Parasitella spp. que podem acometer
outros fungos da ordem (BENNY, 2008). Muitas espécies tém importancia clinica, com
representantes causadores de mucormicose em seres humanos e animais, infeccdo oportunista
e rara que costuma afetar os individuos imunocomprometidos (DANNAOUI, 2017). Ha
representantes de interesse industrial, como Rhizopus spp. e Mucor spp. na producgdo de
metabdlitos secundarios, como os acidos organicos e alcool, assim como, para a fermentacdo
de alimentos populares como queijo, tempeh e sufu (ALEXOPOULOS; MIMS, 1979).

Morfologicamente, a ordem € caracterizada pelo rapido desenvolvimento de um micélio
aéreo com aspecto cotonoso e estruturas assexuais abundantes, sendo fungos facilmente
cultivaveis (WHITE et al., 2006). As hifas sdo cenociticas ou irregularmente septadas em
porcOes antigas ou danificadas. A diferenciacdo das hifas da origem a estruturas reprodutivas
assexuais que projetam-se sob o micélio, como os esporangioforos, os quais podem ser eretos
ou curvos, estar solitarios ou em grupos, sendo simples ou com ramifica¢cdes (KIRK, 2008;
SCHIPPER; STALPERS, 1984). No apice dos esporangi6foros sdo formados esporangios
multiesporados com uma columela interior ou esporangiolos e merosporangios, sustentados por
vesiculas (BENNY et al., 2016). A presenca de columelas bem desenvolvidas e de formatos
variados é uma caracteristica comum aos membros de Mucorales (WALTHER et al., 2019).

A reproducdo sexuada ocorre por meio de zigdsporos formados pela copulacdo
gametangial, sendo essa uma reproducdo menos frequente e desconhecida para varias espécies
(O’DONNELL et al., 2001). Os zigosporos também sdo esporos de resisténcia, os quais
permitem a sobrevivéncia do fungo em situac@es adversas do ambiente, podendo permanecer
viaveis, com baixo metabolismo, por até 50 anos (TERESHINA et al., 2003). Os zig0osporos
representam importantes caracteres taxondmicos, podendo ser discriminados quanto a sua
ornamentacdo e apéndices (HOFFMANN et al., 2007).

Tradicionalmente, a taxonomia de Mucorales é baseada na morfologia, com descricéo

de forma, coloracdo e ornamentacdo de esporangiosporos, esporangios, esporangiolos,
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merosporangios e zigosporos, padrdo de ramificacdo dos esporangioforos, formatos das
columelas e presenca ou auséncia de estruturas como rizoides, estoldes e apofises (SCHIPPER,
1978; LACKNER et al., 2014). Os agrupamentos por semelhanca morfologica resultaram em
familias e géneros bem definidos, porém, a presenca de poucos caracteres morfoldgicos
suficientemente distinguiveis entre tdxons de Mucorales, tornou conflituosa a taxonomia do
grupo, gerando a abundancia de clados polifiléticos (SCHIPPER, 1973; HOFFMANN et al.,
2013).

Os primeiros trabalhos moleculares e filogenéticos da ordem abordaram problemas na
classificacdo de familias definidas primariamente por morfologia, devido ao polifiletismo
detectado. Os taxa Thamnidiaceae, Mucoraceae, Chaetocladiaceae e Radiomycetaceae, ndo
eram suportados em monofilia, a partir de entdo, o conceito de familia foi revisado e alteracdes
significativas ocorreram (O’DONNELL et al., 2001; VOIGT; WOSTEMEYER, 2001).

Recentemente, os estudos filogenéticos foram ampliados, com énfase em cepas de
importancia clinica e biotecnoldgicas, como Mucor circinelloides e Rhizopus oryzae,
permitindo reconhecer a presenca de complexos de espécies cripticas em Mucorales
(WALTHER et al., 2013; WALTHER et al., 2019). Contudo, em comparacdo a fungos
pertencentes a Ascomycota e Basidiomycota, Mucorales (Mucoromycota) ainda é
constantemente negligenciado e as suas andlises compreendem poucas regides génicas,
frequentemente, o Espacador Interno Transcrito (ITS) e a Maior Subunidade Ribossomal (LSU)
(LAX et al., 2020). Atualmente, cerca de 700.000 sequéncias de DNA de Mucorales estdo
depositadas no GenBank, sendo a maioria do género Rhizopus, com destaque para R. arrhizus,
R. delemar e R. microsporus, evidenciando a recorréncia e importancia do género na area

clinica, biotecnoldgica e agrondbmica (GENBANK, 2024).

2.4.1 Choanephora

Choanephora foi sugerida por CURREY (1873) que descreveu a espécie Unica
Cunninghamia infundibulifera, posteriormente renomeada como Choanephora infundibulifera.
Atualmente, sdo consideradas as duas espécies que foram validadas por KIRK (1984),
Choanephora cucurbitarum e C. infundibulifera, 0 mesmo autor também sugeriu que a forma
e estriagdo do esporangiolo indeiscente representam as caracteristicas principais para distinguir
ambas as espécies.

Morfologicamente, C. cucurbitarum é reconhecida por esporangiolos elipsoides,
normalmente contendo estrias longitudinais, enquanto C. infundibulifera apresenta

esporangiolos de formato subgloboso a obovoide, comumente com ornamentacao variavel entre



19

estriada, lisa e ténue (KIRK, 1984). Estudos moleculares do género demonstraram que
sequéncias da regido ITS rDNA sdo suficientes para a distingdo das espécies em Choanephora,
enquanto as regides das subunidades grande e pequena do rDNA (LSU e SSU), sdo importantes
para a colocacdo em nivel superior na ordem (HYDE et al., 2014). A espécie C. cucurbitarum
tem se destacado como a mais isolada, representando também o maior nimero de sequéncias
de DNA depositadas (GENBANK, 2024).

Choanephora cucurbitarum e C. infundibulifera apresentam habito saprobio e estdo
associadas a podriddes de flores, frutos, caules e folhas de diversas plantas (KWON; JEE, 2005;
YIN et al., 2023). Familias como Cucurbiticeas, Solaniceas e Malvéceas sdo afetadas
pelas espécies (AKWAUJI et al., 2014; HOSSAIN et al., 2021). No Brasil, Choanephora foi
relatada para repolho (Brassica oleracea var. capitata) e pimenta (Capsicum annuum e C.
chinense) (MENDES et al., 1998; MELLO et al. 2021).

A presenca da podriddo de Choanephora costuma ocorrer em lavouras, prejudicando a
fase de colheita, com tendéncia a infec¢cdo do fruto a partir da flor ou por meio de ferimentos
causados por insetos. Epidemias causadas pelo fungo podem ocorrer devido a sua capacidade
de infectar culturas mistas, sob condicGes favoraveis, as perdas de rendimento podem chegar a
até 100% (AKWAJI et al., 2014; KURIAN et al., 2018). Fatores como temperatura e umidade
relativa demonstram ter relacdo com a incidéncia da doenca, sendo o clima quente e imido

favorével a sua rapida disseminagdo (KURIAN et al., 2018).

2.4.2 Gilbertella

Gilbertella é um género reconhecido pela sua espécie Unica G. persicaria, descrita por
HESSELTINE (1960). Comumente encontrada em regides tropicais e subtropicais como um
importante agente causador de podriddao mole p6s-colheita em diferentes frutos (HYDE et al.,
2014). Além disso, a espécie também é encontrada em variados substratos, como o esterco
(SANTIAGO, 2007), solo (CRUZ-LACHICA et al., 2018), 4gua doce (LEE et al., 2018) e em
flores (RUANGWONG et al., 2022). No Brasil, G. persicaria foi relatada como agente de
podriddo mole em frutos de ameixa roxa (Syzygium cumini) (PINHO et al., 2014) e berinjela
(Solanum melongena) (VIEIRA et al., 2018).

Isolada pela primeira vez de péssegos (Prunus persica (L.) Batsch.) em deterioracdo no
mercado, G. persicaria foi inicialmente obtida e descrita por EDDY (1925) como Choanephora
persicaria devido as caracteristicas morfologicas assexuais do género, tais como a sutura

longitudinal dos esporangios e presenca de apéndices hialinos nas extremidades dos
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esporangidsporos. Contudo, HESSELTINE (1960) a retirou de Choanephora introduzindo-a
em um novo taxon de epiteto Gilbertella persicaria, devido a auséncia de esporangiolos e
presenca de zigosporos Mucor-like. Por tais caracteristicas, 0 mesmo inseriu Gilbertella na
familia Mucoraceae, assim como outros autores (MEHROTRA; MEHROTRA 1963a; KIRK
1984). Posteriormente, BENNY (1991) reconheceu a maior semelhanca morfoldgica de
Gilbertella a Choanephoraceae, exceto por caracteristicas como a auséncia de esporangiolos e
melanina nas paredes dos esporangidsporos, por isso, sugeriu a familia monotipica
Gilbertellaceae. No entanto, para os estudos moleculares e filogenéticos atuais, G. persicaria
é posicionada em Choanephoraceae (HOFFMANN et al., 2013; WALTHER et al., 2013).
Gilbertella persicaria é caracterizada por colénias de rapido crescimento, esporangios
pretos de sutura longitudinal na maturidade, esporangioforos tipicamente simples e arqueados
abaixo do esporangio, esporangidsporos com apéndices apicais hialinos e columelas de
formatos variados, incluindo cilindricas, obovoides e obopiriformes (HESSELTINE, 1960;
BENNY, 1991). Caracteristicas diferenciadas da descrigdo citada foram visualizadas
posteriormente e originaram as descri¢des G. persicaria var. indica e G. hainanensis, a primeira
por coldnias de lento crescimento e esporangioforos ramificados, enquanto a espécie G.
hainanensis proposta por base na morfologia dos esporangiésporos, nimeros de apéndices, cor
de col6nia e habitat (MEHROTRA; MEHROTRA, 1963b; CHENG & HU, 1965). Contudo,
testes de cruzamento realizados mostraram a capacidade de formacédo de zigdsporos entre 0s
diferentes isolados de Gilbertella, sendo as variacbes morfoldgicas consideradas insuficientes

para distingui-las, portanto sinonimizadas a G. persicaria (BENNY, 1991).

2.4.3 Mucor

Mucor Fresenius € o maior e mais rico género em Mucoraceae Dumort., com 98
espécies descritas (WIJAYAWARDENE et al., 2022). Compreendem muitos saprobios, 0s
quais ocorrem em amostras de solo, esterco e em plantas como enddfitos ou fitopatégenos
(HYDE et al., 2014; SOUZA et al., 2017; DOMKA et al., 2018). Diversas espécies, como M.
hiemalis, apresentam interesse biotecnoldgico pela producdo de metabolitos capazes de realizar
biorremediagdo de metais pesados, produgdo de biocombustiveis e fermentacdo de alimentos
como o queijo (HERMET et al., 2012; MORIN-SARDIN et al, 2017; HOQUE, 2019). Além
disso, algumas espécies s@o conhecidas por causar infeccdes oportunistas em humanos, tais
como M. circinelloides, M. indicus e M. ramosissimus (MINISTERIO DA SAUDE, 2022b).

Desde a antiguidade, representantes como M. mucedo sé@o relatados causando

deterioracdo de frutas (LINDLEY, 1856). A podridéo causada por Mucor inclui o amolecimento
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do tecido, por vezes, com margens acentuadas ou acompanhada de odor adocicado (HYDE et
al., 2014). Entre as espécies que destacam-se na pés-colheita, estd M. piriformis (FISHER,
1892), descrita pela primeira vez associada a podriddo de macas e reconhecida por perdas
significativas a culturas de péssegos, nectarinas (MICHAILIDES, 1991), tangerinas (SAITO et
al., 2016), macas, péras (AMIRI, 2020) armazenadas a frio. Mucor piriformis tem capacidade
de infectar frutos em temperaturas abaixo de 5°C, onde a maioria dos fitopatdgenos sdo inibidos
(SHOLBERG, 1990). Além desta, outras espécies isoladas sdo M. irregularis causando
podriddo de mamado (CRUZ-LACHICA et al., 2017) e mangostao (WANG, 2022), M.
circinelloides em inhame (IKOTUN, 1983), tangerinas (SAITO et al., 2016), M. inaequisporus
em morangos (HUAN et al., 2023) e M. racemosus em tomates (KWON; HONG, 2005), ameixa
roxa (ESEIGBE; BANKOLE, 1996) e tangerinas (SAITO et al., 2016).

Mucor é considerado um género polifilético (O’ DONNELL et al., 2001; ALVAREZ et
al., 2011), sendo a caracterizagdo morfoldgica a base para a taxonomia do grupo reconhecido
pela presenca de esporangios ndo apofisados, predominantemente globosos a subglobosos,
esporangioforos simples ou ramificados e auséncia de estoldes (BENNY/, 2013). De acordo com
o0 padrdo de ramificacdo dos esporangioforos, tamanho dos esporangios e também analises da
regido génica LSU (rDNA), podem ser considerados o0s seis grupos: M. mucedo, M. flavus, M.
hiemalis, M. racemosus, M. amphibiorum e M. recurvus (WALTHER et al., 2013).

2.4.4 Rhizopus

Rhizopus Ehrenb. é um género pertencente a Rhizopodaceae, com 13 espécies descritas
(WIJAYAWARDENE et al., 2022). Comumente sdo encontrados como saprobios do solo,
esterco e em restos vegetais. Frequentemente, causam a deterioracdo de frutos e hortalicas e
grdos armazenados (RICHARDSON; RAUTEMAA-RICHARDSON, 2020). Espécies de
Rhizopus também sdo importantes produtores de metabo6litos secundarios, muito apreciados na
industria alimenticia para fermentacéao, producéo de farmacos ou catalisagdo de medicamentos.
Assim como, também ha espécies de importancia médica, capazes de causar mucormicose em
humanos e em animais (ZHENG et al., 2007).

Representantes de Rhizopus séo fitopatogenos recorrentes durante a etapa pos-colheita
de diversos frutos e hortalicas, sendo R. stolonifer a espécie de maior destaque, além de R.
oryzae (NELSON, 2005; BAUTISTA-BANOS et al., 2014). A doenca causada por Rhizopus é
também conhecida como mofo preto ou podridao de transito, em decorréncia do seu comum

desenvolvimento em caixas de frutos transportados. Nessa condicdo, a alta umidade e a
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proximidade entre os frutos infectados e os adjacentes, tornam todos os exemplares de uma
caixa suscetiveis a deterioracdo em periodo de dois a trés dias (ROBERTS et al., 2005). A
incidéncia do fungo pode ocasionar perdas superiores a 50% a depender do embarque
(EMBRAPA, 2007).

O género é documentado como patdgeno vegetal desde a antiguidade, ao exemplo de R.
nigricans (=R. stolonifer) causando podriddo mole em raizes de batata doce em 1890, desde
entdo, tal espécie € reconhecida como causadora de uma das doencas mais comuns e
devastadoras dessa cultura (KEAN, 1890; NELSON, 2009). Além disso, é uma das doencas
mais prejudiciais da cultura do morango (Fragaria x ananassa), também relatada para tomates
(Lycopersicon esculentum), péras (Pyrus serotina), uvas e entre outras (KWON et al., 2001,
ODEH, 2006).

Rhizopus € morfologicamente caracterizado pela presenca de rizoides, estolGes,
columelas apofisadas e bem desenvolvidas que colapsam no &pice de esporangiéforos,
adquirindo um formato de “guarda-chuva”. Os esporangioforos, normalmente, surgem de
estolGes com rizoides opostos e 0s esporangidsporos do género sdo tipicamente angulares,
subglobosos a elipsoidais, com presenca de estrias na superficie (SCHIPPER; STALPERS,
1984; ZHENG et al., 2007).
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Resumo

Mucorales é uma importante ordem do subfilo Mucoromycotina que inclui fungos saprébios e
fitopatdgenos causadores de podriddo mole em diversas frutas e hortalicas. Entre o0s
representantes, espécies de Rhizopus e Mucor sdo frequentemente relatadas associadas a perdas
e desvalorizacdo de produtos agricolas na pds-colheita. O objetivo deste estudo foi identificar
e descrever espécies de Mucorales provenientes de frutas e hortalicas com sintomas de podriddo
mole e confirmar a patogenicidade dos isolados em seus respectivos hospedeiros. Em mercados
do municipio de Recife, Pernambuco, Brasil, foram coletados frutos e hortalicas com sintomas
de podriddo mole. Ao todo, 68 isolados de Mucorales foram obtidos provenientes de 18
hospedeiros diferentes. Através de analises morfologicas e filogenéticas das regides génicas
LSU e ITS, 41 isolados foram reconhecidos como R. stolonifer e 27 distribuidos no género
Mucor, sendo esses: M. inaequisporus, M. merdicola, M. variisporus e Mucor sp. Para os testes
de patogenicidade, um isolado representativo de cada hospedeiro foi inoculado em frutas e
hortalicas sadias. Lesdes com estruturas fungicas foram observadas entre 2 e 7 dias, exceto para
a batata-doce inoculada com R. stolonifer. O estudo tras o primeiro relato de M. inaequisporus
causando podriddo mole em pseudofruto de caju, frutos de goiaba e jambo-vermelho, assim

como € a primeira vez que a espécie esta associada a fruta-pdo. Este também € o primeiro relato
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de M. merdicola causando podrid&do mole em frutos de melancia e primeira vez em que a espécie
é relatada para um hospedeiro vegetal; além do primeiro relato de M. variisporus causando
podriddo mole em fruto de banana, R. stolonifer em frutos de abacate, berinjela e péra no Brasil

e primeira vez em que a espécie é relatada associada ao fruto de achachairu.

Palavras-chave: Etiologia, Mucorales, Taxonomia.

1 Introducéo

A ordem Mucorales é a maior e mais diversa de Mucoromycota (Mucoromycotina), com
340 espécies, distribuidas em 55 géneros e 14 familias (Wijayawardene et al., 2022). Esses
fungos estdo presentes em diversos substratos, como solo (Cruz-Lachica et al., 2018), esterco
(Souza et al., 2017), agua (Lee et al., 2018), flores (Park et al., 2016) e frutas (Benny et al.,
2014). A maioria possui habito saprobio, porém muitas espécies podem parasitar outros fungos,
humanos, animais e plantas (Jeffries, 1985; Saito et al., 2016; Walther et al., 2019).

Mucorales sdo morfologicamente caracterizados pelo rapido desenvolvimento de um
micélio cenocitico ou irregularmente septado, de aspecto cotonoso e estruturas de reproducdo
assexuada como esporangioforos, columelas e esporangios multisporados (White et al., 2006;
Benny et al., 2016). Enquanto isso, a reproducdo sexuada é menos frequente e desconhecida
para diversas espécies, ocorrendo atraves de zigosporos formados pela copulacdo gametangial
(O'Donnell et al., 2001). Os estudos morfoldgicos de Mucorales podem ser confirmados através
de dados filogenéticos das subunidades grandes e pequenas do ribossomo (LSU e SSU) e pelo

espacador interno transcrito (ITS) (Hyde et al., 2014).

Os fungos da ordem sdo pioneiros na colonizacdo de substratos ricos em agucares
simples e frequentemente causam podriddo mole em frutas e hortalicas (Richardson, 2009;
Cruz-Lachica et al., 2017). Durante a fase de pds-colheita, as culturas tornam-se ainda mais
suscetiveis a doencas, devido a fatores como 0 aumento da maturacdo e danos mecéanicos
causados por manejo, transporte e armazenamento inadequados (Prusky, 1997; Singh &
Sharma, 2018).

Dentre os principais agentes fitopatogénicos do grupo estdo Rhizopus, Mucor,
Gilbertella e Choanephora, sendo estes, fungos polifagos de ampla distribuicdo (Csernetics et
al., 2005; Hyde et al., 2014). Contudo, a doenca € comumente conhecida como podriddo de
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Rhizopus ou Mucor, pois estes sdo os principais agentes relacionados aos sintomas (Coates &
Jhonson, 1997, Feliziani & Romanazzi, 2016).

Rhizopus Ehrenb. é um género da familia Rhizopodaceae, com 13 espécies descritas
(Wijayawardene et al., 2022) reconhecidas pela presenca de columelas bem desenvolvidas e
apofisadas, que colapsam no apice dos esporangioforos, adquirindo um formato de “guarda-
chuva”. Os esporangioforos geralmente surgem de estoldes com rizoides opostos e sustentam
esporangios com esporangidsporos tipicamente angulares, subglobosos a elipsoidais com
presenca de estrias distintas (Schipper & Stalpers, 1984; Zheng et al., 2007). De acordo com as
caracteristicas dos espordngios e a temperatura de crescimento, trés grupos podem ser
considerados: grupo R. stolonifer, grupo R. oryzae e grupo R. microsporus (Schipper &
Stalpers, 1984).

As relacoes filogenéticas de Rhizopus podem ser elucidadas com base em analises de
ITS, contudo, ha constante dificuldade de sequenciamento para o grupo R. stolonifer (Abe et
al., 2006; Whalter et al., 2013). Com isso, a regido LSU tornou-se um marcador frequentemente

utilizado por ser facilmente sequenciado e capaz de esclarecer as espécies (Liou et al., 2007).

Mucor Fresenius pertence a familia Mucoraceae com 98 espécies descritas, sendo o
maior e mais diverso género em Mucorales (Hoffmann et al., 2013; Wijayawardene et al.,
2022). A taxonomia de Mucor € amplamente baseada em caracteres morfoldgicos e reconhecida
pela presenca de esporangios ndo apofisados, predominantemente globosos a subglobosos, tal
como por esporangidforos simples ou ramificados que surgem diretamente do substrato (Benny
et al., 2016). Além disso, esses fungos podem produzir rizéides, esporangiolos ou azigosporos
(Walther et al., 2013).

Contudo, a alta similaridade entre diferentes espécies de Mucor e plasticidade fenotipica
podem levar a identificagdes equivocadas (Hoffmann et al., 2013; Walther et al., 2013). Mucor
¢ um género polifilético, cujas relacdes filogenéticas ainda ndo sdo completamente
compreendidas. Porém, a analise da regido génica ITS tem sido recomendada para a descricéo
de espécies, devido a sua alta variabilidade molecular. Além disso, a regido LSU rDNA ¢é
constantemente utilizada para reconstruir a filogenia, juntamente a ITS. Por meio de analises
da regido LSU, associadas ao estudo do tamanho dos esporangios e padrao de ramificacdo dos
esporangioforos € possivel considerar os seis grupos: M. mucedo, M. flavus, M. hiemalis, M.

racemosus, M. amphibiorum e M. recurvus (Walther et al., 2013).
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O conhecimento da comunidade de Mucorales em frutos e hortalicas é de extrema
importancia, visto que esses fungos possuem ampla gama de hospedeiros e causam perdas
econémicas em diversas culturas. Devido a frequente ocorréncia da podriddo mole e caréncia
de estudos etioldgicos no Brasil, o presente estudo teve como objetivo identificar as espéecies
de Mucorales associadas a podriddo mole em frutos e hortalicas obtidos em mercados de Recife,
bem como testar a patogenicidade de isolados em diferentes hospedeiros.

2 Materiais e Métodos
2.1 Coleta e isolamento de fungos

Entre os meses de marco a dezembro de 2022, foram coletados frutos e hortaligas de
diferentes espécies com sintomas de podriddo mole em areas comerciais na cidade do Recife,
Pernambuco, Brasil, como o Centro de Abastecimento e Logistica de Pernambuco
(CEASA/PE), supermercados, varejos e feiras. Apenas as amostras sintomaticas de jambo
(Syzygium malaccense) foram coletadas no campus da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Os sintomas visualizados incluiam a descoloragdo do tecido vegetal, acompanhada de
podriddo mole, aquosa e presenca de micelio abundante com estruturas reprodutivas do fungo
(Figura 1). Os materiais foram encaminhados ao Laboratorio de Micologia Ambiental do
Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco. Quando necessario, as
amostras foram incubadas em caixas plasticas vedadas contendo papel umedecido, para inducao
de esporulacao fangica por 3 dias.

Os fungos foram isolados diretamente com auxilio de uma agulha esterilizada e um
microscopio estereoscépico (Global Optics) para meio BDA com antibiético (Benny, 2008) e
incubados por 4 dias a 25°C (Alfenas et al. 2016). Em seguida, foram cultivados em placas
contendo meio &gar-agua por 2 dias e pontas de hifas foram coletadas e transferidas para novas
placas contendo meio BDA (25°C). As culturas fangicas foram armazenadas pelo método de
Sherf (1943) e Castellani (1967).
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Figura 1 — Sintomas de podriddo mole em frutos de péra (Pyrus communis) (a), berinjela (Solanum
melongena) (b), maracuja (Passiflora edulis) (c), goiaba (Psidium guajava) (d), Jambo-vermelho
(Syzygium malaccense) (e) e melancia (Citrullus lanatus) (f).

Fonte: A autora (203).

2.2 ldentificacdo morfoldgica dos isolados

Os isolados fungicos foram descritos apds crescimento em meio BDA, entre 3 a 5 dias
no escuro (25°C). As laminas foram montadas em lactoglicerol e azul de algodao, caracteres
morfolégicos foram observados e 30 medidas de estruturas reprodutivas assexuadas
(esporangidforos, columelas, esporangios e esporangiosporos) foram avaliadas, utilizando
microscopio (Zeiss Axiostar Plus) com aumento de 40x. Novas ocorréncias de hospedeiros

foram descritas e fotografadas.
2.3 Extracédo de DNA, PCR e sequenciamento

O DNA gendmico foi extraido de culturas puras em BDA por 3 dias (25 °C). Em
seguida, parte do micélio foi removido, depositado em microtubos de 2,0 ml com 3 esferas de
vidro (3 mm) e foram adicionados 300uL de Nuclei Lysis Solution. As amostras foram

maceradas por 90 segundos a 4350 rpm no equipamento L-beader 6 (Loccus) e incubadas em
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banho seco a 65°C por 15 minutos. O procedimento de extracdo foi realizado utilizando o kit
de purificacdo de DNA gendmico da Promega (Wizard Genomic DNA Purifcation Kit),

seguindo o protocolo do fabricante para extracdo de DNA de plantas, com adaptacoes.

Para as ReagOes em Cadeia da Polimerase (PCRs), isolados representativos de cada
hospedeiro foram selecionados para amplificacdo e sequenciamento da subunidade maior do
ribossomo (LSU), utilizando os iniciadores LROR/LR5 (Vilgalys & Hester 1990). O volume
total das reagdes correspondeu a 12,5 uL, sendo 6,25 puL de Taq Pol Master Mix (Cellco), 0,5
pL de cada primer (10 uM), 4,25 puL. de dgua ultrapura e 1 uL de cada amostra de DNA (25 ng).
As condicdes para amplifica¢do da regido LSU consistiram em um ciclo inicial de desnaturagéo
a 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 30 s, anelamento a 52 °C

por 45 s, extensdo a 72 °C. por 90 segundos e extensdo final a 72°C por 7 minutos.

Somente para isolados de Mucor, o espacador interno transcrito (ITS) também foi
amplificado e sequenciado, utilizando primers ITS1/ITS4 (White et al. 1990). Para a regido
ITS, as condigdes de PCR consistiram em um ciclo inicial de desnaturacdo a 95 °C por 5 min,
seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 30 s, anelamento a 58 °C por 30 s, extensao
a 72 °C por 1 min. e extenséo final a 72°C por 5 min.

Os produtos finais de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose (1%),
corado com GelRed™ em adicdo ao Tris-acetato EDTA (TAE 1X) e visualizados sob luz UV
transiluminadora. Posteriormente, os produtos de PCR foram purificados utilizando a enzima
Exo+SAP (Cellco) seguindo o protocolo do fabricante. As amostras foram sequenciadas pelo
método Sanger (ABI-3500 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) na Plataforma de
Sequenciamento do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (Recife,
Brasil).

2.5 Analises filogenéticas

As sequéncias foram montadas utilizando o software MEGA v. 7 (Kumar et al., 2016),
e alinhadas, com auxilio da ferramenta MUSCLE no mesmo programa, comparando as
sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank (NCBI) (Tabela 1). Quando necessario,
ajustes manuais foram feitos. As sequéncias do estudo foram depositadas no GenBank,

seguindo o protocolo estabelecido pelo banco genémico (//www.ncbi.nlm.nih.gov).



Tabelal - Numeros de acesso do GenBank de sequéncias usadas para analises filogenéticas.
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Espécies

Isolados

Hospedeiro/substrato

Numeros de acesso no GenBank:

ITS LSU

Backusella grandis CBS 186.87* - NR_103648 JN206527
Syzygites megalocarpus CBS 372.39 - - JN206401
Mucor abundans CBS 388.35* Solo de floresta JN206111 NG_063979
M. aligarensis CBS 993.70* Solo NR_103634 NG_057920
M. amphibiorum CBS 763.74* Anfibio NR_103615 NG_057877
M. ardhlaengiktus CBS 210.80* Solo de jardim NR_152960 NG_069778
M.aseptatophorus MFLU21-0040* Solo MZ433252 MZ433249
M. atramentarius CBS 202.28* Solo MHB854979 JN206418
M. amethystinus CBS 526.68* - JN206015 JN206426
M. azygosporus CBS 292.63* Esterco de largato NR_103639 NG_057928
M. bacilliformis CBS 251.53* Solo NR_145285 NG_057916
M. bainieri CBS 293.63* Solo de floresta NR_103628 JN206424
M. caatinguensis URM 7223 Solo KT960377 KT960371
M.chiangraiensis MFLU 21-0079* Solo MZ433253 MZ433250
M.chuxiongensis NYNU 174111* Madeira podre MG255732 MG255711




30

M.circinatus

M. circinelloides
M. circinelloides
. corticola

. ctenidius

. durus

. ellipsoideus

. endophyticus
. exponens

. falcatus

. fluvii

. flavus

. fragilis

. fuscus

. fusiformis

. genevensis

. gigasporus

. guiliermondii
. grylli

. griseocyanus

LT L £ £ £ L K £ LK 2L £ £k £ k<

. heterogamus

URM 7218*
CBS 195.68*
CBS 108.16
CBS 362.68
CBS 293.66*
CBS 156.51*

ATCC MYA-4767*

CBS 385.95*
CBS 141.20*
CBS 251.35*

CNUFC MSW?21-1

CBS 230.35*
CBS 236.35

CBS 230.29*
CBS 336.68*
CBS 114.08*
CBS 566.91*
CBS 174.27*

CNUFC CY102*

CBS 116.08*
CBS 405.58*

Solo

Ar

Solo de floresta
Solo de deserto
Solo

Triticum aestivum, folhas

Favo de mel

Esterco

Tremella

Picea abies

Solo

Solo

Periplaneta americana, Esterco
Gryllus sp.

Solo

KY008576
NR_126116
IN205954
IN206132
MH858796
NR_145295
NR_111683
NR_111661
MH854686
NR_103647
MF667992
IN206061
JF299225
IN206204
NR_111660
NR_103632
NR_103646
NR_103636
OM868230
NR_126136
IN206167

KY008571
NG_055735
MH866163
IN206449
IN206417
NG_057918
NG_042602
NG_057970
IN206441
NG_057931
MF667995
IN206464
FN650671
FN650659
NG_057915
NG_057971
NG_057926
NG_057923
OM843127
NG_056283
IN206487




M
M
M
M

LT £ £ £ £ £ L K 2L £ 2L £ k£ k<L

. hiemalis
.hyangburmii

. inaequisporus
. inaequisporus
. inaequisporus
. inaequisporus
. inaequisporus
. inaequisporus
. inaequisporus
. iInaequisporus
. iInaequisporus
. iInaequisporus
. inaequisporus
. inaequisporus
. inaequisporus
. inaequisporus
. inaequisporus
. inaequisporus
. iInaequisporus
. indicus

. irregularis

CBS 201.65*
CNUFC CY22
CBS 255.36*
CBS 351.50
DNMI02
ARM985
ARMO989
ARM1041
ARM1153
ARM1154
ARM1155
ARM1156
ARM1193
URMB8812
URMS8813
URMS8814
URMS8815
URMB8816
URMB8817
CBS 226.29*
CBS 103.93*

Gryllus sp.

Spondias mombin, fruto

Musa sapientum, fruto

Prunus salicina

Psidium guajava, fruto
Psidium guajava, fruto
Anacardium occidentale, fruto
Psidium guajava, fruto
Psidium guajava, fruto
Psidium guajava, fruto
Psidium guajava, fruit
Artocarpus altilis, fruto
Psidium guajava, fruto
Syzygium malaccense, fruto
Syzygium malaccense, fruto
Anacardium occidentale, fruto
Syzygium malaccense, fruto
Syzygium malaccense, fruto

Humano, mao

NR_152948
OM868232
IN206177
IN206178
OR136170
PP065579
OR337906
PP065580
OR337912
PP065581
OR337913
PP065582
OR337914
OR337905
OR337907
OR337908
OR337909
OR337910
OR337911
NR_077173
IN206150

NG_057968
OM843129
NG_057929
MH868169
OR136180
PP065597
OR338770
PP065598
OR338776
PP065599
OR338777
PP065600
OR338781
OR338769
OR338771
OR338772
OR338773
OR338774
OR338775
NG_057878
NG_056285




32

M. japonicus

M. koreanus

M.kunryangriensis
M.
M.

lanceolatus

laxorrhizus

M.lusitanicus

M.

LT £ £ £ £ £ L K 2L £ 2 L0L

luteus

. megalocarpus
. merdicola

. merdicola

. merdicola

. merdicola

. merdophylus
. minutus

. moelleri

. mousanensis

. mucedo

. multiplex

. nidicola

. nederlandicus

. hederlandicus

CBS 154.69*
EML-QT1*

CNUFC CY223*

CBS 638.74
CBS 143.85*
CBS 108.17*
CBS 243.35*
CBS 215.27*
URM 7222
URMS8818
URMS8819
URMS8820
URM 7908*
CBS 586.67*
CBS 444.65*
CBS 999.70*
CBS 640.67*
CBS 110662*
H13

MFLUCC 210045

CBS 735.70

Solo de floresta
Tangerina, fruto
Gryllus sp.
Queijo

Lama de lago

Bos taurus, Esterco
Citrullus lanatus, fruto
Citrullus lanatus, fruto
Citrullus lanatus, fruto
Esterco de cachorro
Solo

Esterco de rato

Vaca, canal nasal

Solo de arrozal

Ninho de vespas

Solo

JN206158
KT936259
OM868234
JIN206205
NR_103642
JIN205980
JX976254
NR_145286
KT960374
PP065583
PP065584
PP065585
MK775467
NR_152958
OMH858663
NR_103629
IN206085
NR_111662
KX375786
MZ433254
MH859923

IN206446
NG_068529
OM843131
IN206443
NG_057914
NG_056279
NG_057969
NG_057925
KT960372
OR338778
OR338779
OR338780
MK775466
IN206463
NG_057875
NG_057912
HM849687
NG_057924
KX375769
MZ433251
MH871720
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LT L £ L £ £ L £ K KL Kk x££k

. odoratus

. orantomantidis

. parviseptatus

. piriformis

. pernambucoensis
. plasmaticus

. plumbeus

. plumbeus

. prayagensis

. prayagensis

. pseudolusitanicus
. pseudocircinelloides
. racemosus

. ramosissimus

. rongii

. saturninus

. stercorarius

. strictus

. souzae

. septatum

. silvaticus

CBS 130.41*
CNUFC-MID1-1*
CBS 417.77
CBS 169.25*
URM 7640*
CBS 275.49
CBS 295.63
CBS 634.74
CBS 652.78
CBS 816.70
CBS 540.78*
CBS 541.78
CBS 260.68*
CBS 135.65*
CICC 41,725*
CBS 974.68*
CNUFC-UK2-1*
CBS 100.66*
URM 7553*
URM 7364
CBS 249.35

Ar de laboratorio
Fezes de inseto

Solo

Pyrus communis, fruto
Solo

Esterco de rato
Serrapilheira

humano, material de bidpsia
Esterco de musaranho
Malte de sorgo

Zea mays

Humano, leséo nasal
Paredes Umidas

Solo

Esterco de rato

Solo de pastagem
Solo

Solo

Solo de floresta

NR_145287
MH594737
IN206108
NR_103630
MH155323
IN206078
MH858289
HM999955
IN206189
MH859957
NG_076698
IN206013
NR_126135
NR_103627
MK903014
NR_103635
KX839689
IN206035
KY992878
KY849814
IN206122

NG_057927
MH591457
IN206453
NG_057874
MH155322
IN206483
MH869898
HM849677
IN206498
IN206496
MF495059
IN206431
HM849676
NG_056280
MK903013
IN206458
KX839685
IN206477
KY992879
KY849816
IN206455
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Mucor sp.

Mucor sp.

M. takensis

M. ucrainicus

M. variisporus
. variisporus
. variisporus

. variicolumellatus

M

M

M

M. velutinosus
M. velutinosus
M. zonatus

M. zychae
Rhizopus americanus
R. arrhizus

R. arrhizus

R. caespitosus

R. caespitosus

R. homothallicus

R. homothallicus

R. lyococcus

R. lyococcus

ARM1299
ARM1300
MFLU 21-0082*
CBS 221.71
CBS 837.70*
ARM941
URMS8811
CBS 236.35*
CBS 762.74
UTHSC-04-1961
CBS 148.69*
CBS 416.67*
CBS 340.62*
CBS 112.07*
CBS 130146
CBS 427.87*
BCRC 33515
CBS 111232
CBS 336.62*
CBS 319.35
CBS 320.35

Persea americana, fruto
Persea americana, fruto
Solo

Esterco de rato

Musa acuminata, fruto
Musa acuminata, fruto
Tremella

Leite em pé

Solo

Solo adubado

Ar

Solo de deserto

MZ379497
MH860077
NR_152951
OR337903
OR337904
IN205979
IN206011
JF299208
NR_103638
NR_103641

PP065601
PP065602
MZ379500
MT523853
NG_057972
OR338767
OR338768
IN206422
IN206416
FN650657
NG_057917
NG_057930
NG_057873
NG_056282
MH877020
NG_057871
DQ466604
IN206404
NG_057870
AB250195
IN206534
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J X ©®¥ ® ©®¥ ©® ®©®¥¥ X XY OV X OV XV OV XV OV XV OV XV O XD

. microsporus
. microsporus
. rhizopodiformis
. rhizopodiformis
. schipperae
. schipperae
. sexualis

. stolonifer

. stolonifer

. stolonifer

. stolonifer

. stolonifer

. stolonifer

. stolonifer

. stolonifer

. stolonifer

. stolonifer

. stolonifer

. stolonifer

. stolonifer

. stolonifer

CBS 112285

CBS 699.68*

CBS 536.80
CBS 607.73
CBS 138.95

ATCC 96514*
CBS 336.39*

CBS 150.83

SICAUCC190001

ARM944

ARM1022
ARM1029
ARM1038
ARM1162
ARM1166
ARM1174
ARM1175
ARM1183
ARM1184
ARM1208
ARM1306

Milho, amedoim

Solo

Malte de sorgo

Cereais armazenados
Humano, lavagem brénguica
Fragaria, fruto

Carica papaya, fruto
Carica papaya, fruto

Vitis vinifera, fruto

Pyrus communis, fruto
Cucumis melo, fruto
Solanum melongena, fruto
Fragaria x ananassa, fruto
Fragaria x ananassa, fruto
Carica papaya, fruto
Carica papaya, fruto
Artocarpus heterophyllus, fruto

Persea americana, fruto

IN206403
MH870925
IN206402
HM849667
HM849672
NG_059417
HM849673
AB250199
MN148530
PP065603
PP065604
PP065605
PP065606
PP065607
PP065608
PP065609
PP065610
PP065611
PP065612
PP065613
PP065614
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. stolonifer
. stolonifer
. stolonifer
. stolonifer
. stolonifer
. stolonifer
. stolonifer
. stolonifer

. stolonifer

g XY XV XV XV OV XV OV X1V DO

. stolonifer

URMS8789
URMS8799
URMS8800
URMS8801
URMB8802
URMS8803
URMS8804
URMS8805
URMB8806
URMB8807

Vitis vinifera, fruto

Vitis vinifera, fruto

Pyrus communis, fruto
Passiflora edulis, fruto
Cucumis melo, fruto

Ipomoea batatas, raiz

Solanum melongena, fruto
Fragaria x ananassa, fruto
Artocarpus heterophyllus, fruto

Garcinia humilis, fruto

OR122326
OR122327
OR122328
OR122329
OR122330
OR122331
OR122332
OR122333
OR122334
OR122335

Fonte: A autora (2023).

Os isolados obtidos no estudo estdo em negrito.

LITS Internal transcribed spacers, LSU large ribosomal subunit

*TYPE
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As analises filogenéticas de Inferéncia Bayesiana (BI) foram aplicadas utilizando o
método Markov Monte Carlo (MCMC), com uma matriz de sequéncias da regidao do gene LSU
para Rhizopus e sequéncias concatenadas das regides ITS e LSU para Mucor. Os modelos de
substituicdo de nucleotideos foram selecionados utilizando MrMODELTEST 2.3 (Posada &
Buckley, 2004), com base no critério de informacéo de Akaike (AIC), sendo GTR + | + G para
Mucor e GTR + G para Rhizopus.

As analises foram concluidas com MrBayes v.3.1.1 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003)
no portal “CIPRES Science Gateway” (Miller et al., 2010) em 1.000.000 geragcdes com uma
arvore amostrada a cada 1.000 geracdes, gerando 10.000 arvores. As primeiras 2.500 arvores
com o0s menores valores de probabilidade foram descartadas (Burnin 25%) da anélise e 0s
valores de probabilidade subsequentes (Rannala & Yang, 1996) foram determinados a partir da
arvore de consenso, através das 7.500 arvores restantes. As arvores filogenéticas resultantes

foram visualizadas usando o software FigTree (Rambaut, 2009).
2.6 Testes de patogenicidade

Para confirmar os agentes etioldgicos, um isolado representativo de cada hospedeiro foi
escolhido aleatoriamente para inoculacéo e cultivados em meio BDA por 4 dias no escuro a
25°C: URMS8811, URMS8812, URMS8814, URM8815, URM8818, URM8798, URM8799,
URM8800, URM8801, URM8802, URM8803, URM8804, URM8805, URM8806, ARM1183,
ARM1300 e ARM 1306.

Frutos e hortalicas saudaveis foram desinfestados em hipoclorito de sodio (1%) por 2
minutos, lavados em agua destilada esterilizada e secos ao ar (£25). Em seguida, cinco frutos e
hortalicas de cada tipo foram feridos em 3 mm de profundidade, com auxilio de uma agulha
esterilizada e 1inoculados com 20 pL de suspensio de esporangiosporos (107
esporangiosporos/mL) (Souza et al., 2023). Apenas a melancia foi inoculada através de uma
injecdo de suspensdo de mesma concentracdo (Oladele, 2018). Para o controle, 4gua destilada
esterilizada foi injetada na melancia e pipetada para os outros frutos. Os tratamentos foram
incubados em cadmara Umida a temperatura ambiente (25 °C) e fotoperiodo de 12 horas. Entre
2 a 7 dias ap6s a inoculagdo, os fungos foram reisolados e confirmados por meio de

caracteristicas morfologicas, para cumprimento dos Postulados de Koch.
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3 Resultados
3.1 Sintomatologia e isolamento de fungos

Em mercados do Recife, Nordeste do Brasil, foram obtidos 68 isolados de Mucorales
de 18 hospedeiros diferentes apresentando sintomas de podriddo mole. Entre os exemplares, 41
foram identificados como pertencentes ao género Rhizopus, provenientes de 12 hospedeiros:
Abacate (Persea americana Mill.), achachairu (Garcinia humilis Vahl.), berinjela (Solanum
melongena L.), uva verde (Vitis vinifera cv. Muscat), uva roxa (Vitis vinifera cv. Crimson), jaca
(Artocarpus heterophyllus Lam.), meldo (Cucumis melo L.), maméo (Carica papaya L.),
maracuja (Passiflora edulis Sims), péra (Pyrus communis L.), morango (Fragaria x ananassa
Duch.) e raiz de batata doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.). Enquanto, 27 dos isolados foram
identificados como Mucor, obtidos dos frutos de abacate (Persea americana Mill.), banana
(Musa sapientum L.), fruta-pdo (Artocarpus altilis Park.), caju (Anacardium occidentale L.),
goiaba (Psidium guajava L.), jambo-vermelho (Syzygium malaccense L.) e melancia (Citrullus
lanatus Thumb.). Isolados representativos foram depositados na colecdo de culturas Micoteca

URM do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil.
3.2 Taxonomia
Mucor inaequisporus Dade, Trans Br. Mycol. Soc. 21 (1): 25, 1937.

Colbénias amarelo intenso com reverso amarelo, alcangando 9 cm em 3 dias a 25°C. Rizdides
curtos ou longos. Esporangioforos eretos, curvos, simples ou simpodialmente ramificados,
podendo haver presenca de granulos amarelos e constricdo proxima ao esporangio, 12.5 40 (-
55) um de didmetro. Esporangios globosos a subglobosos, amarelos quando jovens e marrons
na maturidade, 30 — 140 um de didmetro. Columelas de formatos variados, piriformes,
elipsoides, conicas, globosas, subglobosas e obovoides com colarinho, (20-) 45 — 105 (- 112.5)
x (20-) 30 — 80 (-110) um. Esporangiosporos hialinos com contetdo granular, formatos
variados, incluindo elipsoides, 5 — 15 (-20) x 2.5 — 10 (-15) pum globosos a subglobosos (<22.5
um de diametro) e irregulares (<42.5 um de diametro). Clamidosporos ndo observados (Figura
2e3).

Hospedeiros: Pseudofruto de caju e frutos de goiaba, fruta-pao e jambo-vermelho.

Materiais analisados: Isolados URM8812 e URM8814.
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Figura 2 — Caracteristicas morfolégicas de Mucor inaequisporus (URM8812). Esporangio e
esporangio6foro (a), columela e esporangidforo (b) e esporangidsporos (c). Barras de escala: a, b, ¢ = 10
pm.

Fonte: A autora (2023).

Figura 3 — Caracteristicas morfolégicas de Mucor inaequisporus (URM8814). Esporéngio e
esporangioforo (a) esporangio e columela (b), esporangiésporos (c¢). Barras de escala: a= 15 um, b= 12
pm, c= 8 um.

Fonte: A autora (2023).

Mucor merdicola C.A.F. de Souza & A.L. Santiago, in Li et al., Fungal Diversity: 78, 2016.

Colobnias de coloragdo creme, alcangando 9 cm em 3 dias a 25°C. Esporangioforos eretos ou
levemente curvados, simples ou simpodialmente ramificados, (2.5-) 5 — 15 (-20) um de
diametro. Esporangios amarelos a marrons, globosos (10-) 17.5 — 60 (-62.5) um de diametro.
Columelas globosas a subglobosas, (10-) 15 — 30 um de diametro. Esporangiésporos hialinos,
elipsoides a subglobosos, (2.5-) 5 — 10 (-12.5) x (2.5-) 5 — 7.5 (-10) um. Clamiddsporos

globosos, subglobosos a elipsdides (Figura 4).
Hospedeiro: Fruto de melancia.

Material analisado: Isolado URM8818.
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Figura 4 — Caracteristicas morfoldgicas de Mucor merdicola (URM8818). Esporangioforos e columelas
(a, b), esporangidsporos (c). Barras de escala: a, b, ¢ = 10 pm.

Fonte: A autora (2023).

Mucor sp.

Colbénias creme em verso e reverso, alcancando 9 cm em 5 dias a 25°C. Esporangioforos eretos,
simples ou simpodialmente ramificados, 5 — 17.5 um de diametro. Esporangios globosos a
subglobosos, marrons, 20 — 47.5 x 22.5 — 50 um de diametro. Columelas globosas, subglobosas,
elipsoides a cilindricas, 12.5 — 37.5 x 10 — 40 um. Esporangi6sporos elipsoidais, 5 — 7.5 (-10)
x 2.5—7.5 um (Figura 5).

Hospedeiro: Fruto de abacate.

Material analisado: Isolado ARM1300.

Figura 5 — Caracteristicas morfol6gicas de Mucor sp. (ARM1300). Esporangio e esporangiéforo (a),
columela e esporangidforo (b) e esporangiosporos (c). Barras de escala: a, b, ¢ = 10 um.
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Fonte: A autora (2023).

Mucor variisporus MAA Schipper, Studies in Mycology, 17: 11, 1978.

Col6nias amarelo em verso e reverso, alcangando 9 cm em 3 dias a 25°C. Esporangioforos
eretos, simples ou com ramificacdes monopodiais, com presenca ou auséncia de granulos
amarelos, 12.5 — 37.5 um de diametro. Esporangios globosos a subglobosos, amarelos a

marrons, 40 — 140 pm de didmetro. Columelas elipsoides, piriformes, 45 — 90 x 40 — 65 um a
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globosas, 20 — 55 um de diametro. Esporangiosporos elipsoides, subglobosos a globosos, 5 —
27.5%x25-10 (-20) um (Figura 4).

Hospedeiro: Fruto de banana.

Material analisado: Isolado URM8811.

Figura 6 — Caracteristicas morfoldgicas de Mucor variisporus (URM8811). Esporangios, columelas e
esporangio6foros (a, b) e esporangiosporos (c). Barras de escala: a, b, ¢ = 10 um.

Fonte: A autora (2023).

Rhizopus stolonifer (Ehrenb) Vuill., Revue Mycologia, Toulouse 24: 54, 1902.

Colénias brancas a acinzentadas, reverso esbranquicado, atingindo 9 cm em 3 dias a 25°C.
Rizdides e estoldes bem desenvolvidos. Esporangidforos eretos, solitarios ou em grupos de 2-
5,850 —4.000 um de altura e 12.5 —42.5 um de diametro. Esporangios globosos a subglobosos,
marrom escuro, 87.5 — 250 (-300) wum diam. Columelas apofisadas de formato ovdides, conicas,
globosas a subglobosas, com presenca de apofise, (15-) 37.5—167.5 (-200) x (20-) 47.5-142.5
(- 190) um. Esporangiosporos globosos a subglobosos, irregular ou angular com estrias
distintas, 5 —17.5 (-25) x 5 —20 (22.5) um. Clamiddsporos ausentes (Figura 6).

Hospedeiros: Frutos de abacate, achachairu, berinjela, jaca, mamao, maracuja, meldo, morango,

péra, uva verde, uva roxa e raiz de batata doce.

Material analisado: Isolado URMS8800.
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Figura 7 — Caracteristicas morfoldgicas de Rhizopus stolonifer (URMB8800). Esporangio (a), columela e
esporangioforo (b) e esporangiosporos (c¢). Barras de escala: a, b, ¢ =10 um.

Fonte: A autora (2023).
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Tabela2 -  Comparacao entre as caracteristicas morfoldgicas dos isolados examinados no estudo com estudos publicados.
Espécies Esporangioforos Columelas Esporangios Esporangiosporos Referéncias
Mucor 35-49 pm diam. 80 x 60pm 100-150pm diam. 3.5 x 2.5m ou 25 x 20um Dade (1937)

inaequisporus 12 5_55,m diam.

Mucor merdicola  3-18 pm diam.

2.5 —20pm diam.
Mucor sp. 5-17.5um diam.
Mucor 14 (-23) pm diam.
variisporus 12.5 —37.5um diam.
Rhizopus 8 — 49 um diam.
stolonifer

12.5-42.5 um diam.

20-112.5 x 20-110pm

12.5-50 um diam.
10-30pm diam.

12.5-37.5 x 10-40 pm

72 x 60um
20 —-90 x 40 — 65um

18 — 212 x 33 — 182um
15-200 x 20 — 190 um

30-140 pm diam.

16-85 um diam.
10-62.5 um diam.

20 —-47.5 % 22.5—-50um

Até 150 um diam.
40 — 140 um diam.

47 — 274um diam.
87.5-300 pum diam.

5-20 x 2.5-15um até 42.5 pum diam.

4—7.5 x 3—-10pm ou 2.5-8.5um diam.

2.5-12.5 % 2.5-10 pm

5-10 x 2.5-7.5 um

5.5-13.5 x 3.5-8 pm
5 27.5x 2.5 20 um

45-19 x4 — 14pum
5—-25%5-22.5 um

Este estudo

Souza & Santiago (2016)

Este estudo

Este estudo

Schipper (1978)

Este estudo

Zheng et al. (2007)
Este estudo

Fonte: A autora (2023).
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3.3 Andlises filogenéticas

Analises de Inferéncia Bayesiana (Bl) da regido LSU sustentaram o0s estudos
morfologicos, inserindo os isolados de Mucor em clados correspondentes a M. inaequisporus,
M. merdicola, Mucor sp. e M. variisporus. O alinhamento incluiu 109 tdxons e 688 caracteres.
A arvore foi enraizada com Backusella grandis CBS 186.87 (Figura 8).

As sequéncias de DNA de quinze isolados representativos foram segregadas em dois
clados equivalentes a M. inaequisporus. O primeiro agrupamento, composto por cinco isolados
de Syzygium malaccense (URM8813, URM8814, ARM1045, URM8816 e URM8817) e a cepa
do GenBank DNMI02, com 95% de probabilidade posterior. O segundo clado incluiu dez
isolados do estudo, obtidos de caju, fruta-pdo e goiaba (ARM985, ARM989, ARM1041,
ARM1153, ARM1154, ARM1155, ARM1156, ARM1193, URM8812 e URM8815) e 0 isolado
CBS 351.50 com 100% de probabilidade posterior.

As sequéncias de trés isolados do estudo (URM8818, URM8819 e URMS8820)
formaram um clado de 100% de probabilidade posterior com M. merdicola (URM7222). Dois
isolados (ARM941 e URMS8811) uniram-se ao isolado tipo de M. variisporus (CBS 837.70)
com 100% de probabilidade posterior. Enquanto, outros dois isolados (ARM1299 e
ARM1300), identificados apenas por anélises de LSU, formaram um novo clado com 100% de
probabilidade posterior e se dispuseram préximos a M. bainieri (CBS 293.63), porém
apresentam morfologia distinta (Figura 5).
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Figura 8 — Arvore filogenética de Mucor com a regi&o LSU por Inferéncia Bayesiana. Os valores de

probabilidade posterior acima de
destacadas em negrito.

Hospedeiros dos isolados:
@ Anacardium cccidentale
@ Artocarpus altilis
Citrillus lanatus
Musa sapientum
® Persea americana
@ Psidium gusjava
@ Syzygium malaccense

02

95% estdo atras dos nds. As espécies obtidas neste estudo estdo

M. kunryangriensis CNUFC CY223
M. odoratus CBS 130.41
M. zychae CBS 416.67
M. grylli CNUFC CY102
— M. amphibiorum CBS 763.74
M. falcatus CBS 251.35
! M.

A URM 7223
M. indicus CBS 226.29
M. variisporus CBS 837.70
ARM 841
URM 8811
1r M. ardhlaengiktus CBS 210.80
M. ellipsoideus ATCC MYA4TET
M. prayagensis CBS 816.70
M. prayagensis CBS 652.78
M. azygosporus CBS 292.63
M. ucralnicus CBS 221.71
M. ucrainicus CBS 674.88
M. hyangburmii CNUFC Cy22
M.

URM 7640
M. nederlandicus CBS 73570
M. nederiandicus MFLUCC 210045
M. chiangraiensis MFLU 210079
M. uvii CNUFCMSW211
M. inaequisporus CBS 255.36
URM 8813 @
URM 8814 @
ARM 1045 @
0.86 URM B816 @
URM B817 ®
M. Inaequisperus DNMIO2
ARM 1193 ®
M. inaequisporus CBS 351.50
ARM 1156 ®
ARM 1155 &
ARM 1154 @
ARM 1153 @
URM 8815 @
ARM 1041 ®
ARM 989 ©
URM 8812 &
ARM 985 ©
1~ M. genevensis CBS 114.08
M. stercorarius CNUFCUK21
M. racemosus CBS 260.68
0281 M. plumbeus CBS 295.63
M. plumbeus CBS 634.74
M. mousanensis CBS 999.70
1 M. circinelicides CBS 108.16
M. circinelloides CBS 195.68
M. veiutinosus CBS 762.74
M. velutinosus UTHSC 041961
M. ctenidius CBS 293.66
ARM 1299 ®
ARM 1300 ®
M. bainieri CBS 293.63
M. atramentarius CBS 202.28
M. lusitanicus CBS 108.17
M. amethystinus CBS 526.68
M. ramosissimus CBS 135.65
M. griseocyanus CBS 116.08
M. variicolumellatus CBS 236.35
M. fragilis CBS 236.35
M. pseudogircinelioides CBS 541.78
M. abundans CBS 388.35
M. durus CBS 156.51
— M. moelleri CBS 444.65
— M. bacilliformis CBS 251.53
M. lavus CBS 230.25
M. merdophylus URM7908
M. minutus CBS 586 67
M. saturninus CBS 974 68
M. aligarensis CBS 983.70
M. rongii CICC 41725
M. plasmaticus CBS 275.49
M. mucedo CBS 640.67
M. piriformis CBS169.25
M. koreanus EMLQT1
M. strictus CBS 100.66
M. luteus CBS 243.35
M. fusiformis CBS 336.68
M. Japonicus CBS 154.69
URM 8820
M. merdicola URM 7222
URM 8819
URM 8818
M. irregularis CBS 103.93
M. nidicola H13
M. aseptatophorus MFLU 210145
M. takensis MFLU 210082
M. souzae URM 91186
M. hiemails CBS 201.65
M. corticola CBS 362.68
M. endophyticus CBS 385.95
— M. silvaticus CBS 249.35
— M. parviseptatus CBS 417.77
- M. zonaius CBS 148.69

1[ M. guiiliilermondil CBS 174.27
M. chuxiongensis NYNU 174111

0.98 M. megaiccarpus CBS 215.27
1 M. muitiplex CBS 10662

M. heterogamus CBS 405.58
M. idis CNUFCMID11

M. laxorrhizus CBS 143.85
M. septatum URM7364
M. circinatus URM7218

M. exponens CBS 141.20

M. fuscus CBS 230.29

M. Janceolatus CBS 638.74

M. gigasporus CBS 566.91

Fonte: A autora (2023).

grandis CBS 186.87
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Nas analises concatenadas das regides génicas ITS e LSU foram detectadas as especies
anteriormente referidas como M. merdicola e M. variisporus, com 100% de probabilidade
posterior. Quanto aos isolados considerados M. inaequisporus, diferenciaram-se em
organizacdo. O primeiro clado, composto por cinco isolados, segregou totalmente dos que
estavam proximos, incluindo da espécie tipo (CBS 255.36). Enquanto, o clado formado por dez
isolados, mantiveram-se préximos a cepa CBS 351.50, porém apresentando subdivisdes de alta
probabilidade posterior. O alinhamento incluiu 109 taxon e apresentou 1732 caracteres. A

arvore foi enraizada com Backusella grandis CBS 186.87 (Figura 9).

Para 0 género Rhizopus, a analise filogenética de Inferéncia Bayesiana agrupou todos
os isolados em um unico clado correspondente a R. stolonifer (CBS 150.83, SICAU190001),
com 100% de probabilidade posterior. O alinhamento de LSU apresentou 42 taxons e um total

de 676 caracteres. A arvore foi enraizada em Syzygites megalocarpus CBS 372.39 (Figura 10).
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Figura 9 — Arvore filogenética de Mucor concatenada com as regides ITS e LSU por Inferéncia
Bayesiana. Os valores de probabilidade posterior acima de 95% estdo atras dos nds. As espécies obtidas

neste estudo estdo destacadas em negrito.

Hospedeiros dos isolados:

. Anacardium occidentale
© Artocarpus altilis
Citrullus lanatus

Musa sapientum

E

© Psidium guajava

. Syzygium malaccense

093]

M. merdophyius URM7508

M. saturninus CBS 974.68

M. minutus CBS 586.67

M. afigarensis CBS 993.70

M. rongii CICC 41725

M. flavus CBS 230.35

M. megalocarpus CBS 215.27
M. muitiplex CBS 110662

M. heterogamus CBS 405.58
M. luteus CBS 243.35

M. fusiformis CBS 33668

M. japonicus CBS 154.69

URM 8818

M. merdicola URM 7222

M. nidicola H13

M. souzae URM7553

M. aseptatophorus MFLU 210145

M. takensis MFLU 210082

M. irregularis CBS 103.93

M. corticola CBS 362.68
M. hiemalis CBS 201 85

M. endophyticus CBS 385.95

M.

CBS 275.49
M. piriformis CBS 169.25
M. koreanus EMLQT1
M. strictus CBS 100.66
M. mucedo CBS 640.67
M. abundans CBS 388.356
M. durus CBS 156.51
M. moelleri CBS 444.65
M. parviseptatus CBS 417.77
M. zonatus CBS 148 69
M. bacilliformis CBS 251.53
M. silvaticus CBS 249.35
M. laxorrhizus CBS 143.85
M. septatum URM7384
M. circinatus URM7218
M. expanens CBS 141.20
M. fuscus CBS 230.28
M. lanceolatus CBS 838.74
- M. is CBS 114.08
L—— M. stercorarius CNUFCUK21
M. racemosus CBS 260.68
M. plumbeus CBS 295.63
M. plumbeus CBS 634.74
M.

is CBS 899.70
M. circinelloides CBS 108.16
M. circinelioides CBS 195.68

M. velutinosus CBS 762.74
M. velutinosus UTHSC 041981
M. pseudocircinelloides CBS 541.78
M. bainieri CBS 293.63
M. atramentarius CBS 202.28
M. lusitanicus CBS 108.17
M. variicolumellatus CBS 236.35
L M. fragilis CBS 236.35

M. ramosissimus CBS 135.65

M. amethystinus CBS 526.68
M. griseocyanus CBS 116.08
M. clenidius CBS 293.66

M.
M.p

M. kunryangriensis CNUFC CY223
M. zychae CBS 416.67
M. odoratus CBS 130.41
M. gryllif CNUFC CY102
M. prayagensis CBS 816.70
M. prayagensis CBS 652.78
M. azygosporus CBS 292 63
M. amphibiorum CBS 763.74

i CNUFC CY22
is URM 7640

M. falcatus CBS 251.35
M. i is URM 7223

M. indicus CBS 226.29

M. variisporus CBS 837.70

ARM 941

URM 8811

1j M. ardhiaengiktus CBS 210.80

M. elfipsoideus ATCC MYA4T8T

4y M. ucrainicus CBS 221.71

M. ucrainicus CBS 674.88

M. fiuvii CNUFCMSW211

M. nederiandicus CBS 735.70

M. nederiandicus MFLUCC210045

M. chiangrajensis MFLU 210079

M. inaequisporus CBS 255 36

URM 8813 @

URM 8814 ®

ARM 1045 ®

URM 8816 @

URM 8817 @

M. inaequisporus DNMI02

ARM1193 @&

M. inaequisporus CBS 351.50

URM 8812

ARM 985

ARM 1155
ARM 1154
ARM 1153
ARM 989

CBS 566.91
NUFCMID11

02

Fonte: A autora (2023).

M )
1 : M. guilliermondii CBS 174.27
M. chuxiongensis NYNU 174111

grandis CBS 186.87
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Figura 10 — Arvore filogenética de Rhizopus gerada a partir da analise Bayesiana da regido génica LSU.
Probabilidades posteriores acima de 95% sdo indicadas atras dos nos. Os isolados obtidos neste estudo

estdo destacados em negrito.

Hospedeiros dos isolados:

Arfocarpus heterophyilus

@ Carica papaya

® Cucumis meio

@ Fragaria x ananassa

& Garcinia humilis
Ipomoea batatas
Passiflora edulis
Persea americana

& Pyrus communis

& Solanum meiongena

@ Vitis vinifera cv. Crimson

Vitis vinifera cv. Muscat

Fonte: A autora (2023).

R. sexualis CBS 336.39
ARM 944 @
ARM 1022 @
ARM 1029
URM 8798
URM 8799

1 URM 8800 @
ARM 1038 @
URM 8801
ARM 1162 @
URM 8802 @
URM 8803
ARM 1166 @
URM 8804 &
URM 8805 @
ARM 1174 @
ARM 1175 @
ARM 1181
ARM 1183 @
ARM 1184 &
1 ARM 1208
URM 8806
URM 8807 @
ARM 1306

1

—1E R. americanus CBS 340.62

R. stolonifer SICAU 190001
R. stolonifer CBS 150.83

1 R. arrhizus CBS 112.07
_[ R. arrhizus CBS 130146

R. schipperae CBS 138.95
R. schipperae ATCC96514

R. microsporus CBS 699.68

R. microsporus CBS 112285

R. rhizopodiformis CBS 536.80
R. rhizopodiformis CBS 607.73
R. caespitosus CBS 427.87

R. caespitosus BCRC 33515

R. homothallicus CBS 111232

R. homothaliicus CBS 336.62

1] R. lyococcus CBS 320.35

0.07

L Syzygites megalocarpus CBS 372.39

| R jyococcos CBS 319.35
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3.4 Testes de patogenicidade

Testes realizados com isolados representativos de cada hospedeiro confirmaram a
patogenicidade de M. inaequisporus para frutos de goiaba, jambo e pseudofruto de caju
(URM8812, URM8814, URM8815), M. merdicola para melancia (URM8818), M. variisporus
para banana (URM8811) e R. stolonifer para os frutos de abacate, berinjela, jaca, mamao,
maracuja, meldo, morango, péra, uva verde e uva roxa (ARM 1183, ARM1306, URM8798,
URM8799, URM8800, URM8801, URM8802, URM8804, URMB8805, URM8806). Apenas o
isolado de R. stolonifer de batata-doce ndo foi considerado patogénico (URM8803).

Os sintomas de Mucor surgiram entre 24h-72h, exceto para o abacate (96h) e melancia,
cuja lesdo interna advinda do método de injecdo foi perceptivel somente apds o desmonte do
teste, em sete dias (168h). A progressdo das manchas com producdo de micélio amarelo (M.
inaequisporus e M. variisporus) ou creme (M. merdicola e Mucor sp.) foi observada entre 48h-
96h e em 168h para abacate e melancia (Figura 11).

Nos testes de R. stolonifer, os primeiros sintomas apareceram entre 24h-48h, com
producdo de micélio branco a acinzentado e esporulacdo abundante entre 48h-96h para frutos
de abacate, berinjela, maméao, morango, péra, uva verde e uva roxa. Enquanto, os frutos de jaca,
maracuji e meldo apresentaram esporulagdo abundante em sete dias (168h) (Figura 12 e 13).
Todas as amostras controle permaneceram intactas. Os fungos testados foram reisolados para
cumprimento dos Postulados de Koch.
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Figura 11 — Resultado dos testes de patogenicidade de Mucor. (al)—(a2) controle, (a3)—(a4) sintomas
em Persea americana. (b1)-(b2) controle, (b3)-(b4) sintomas em Musa sapientum. (c1)—(c2) controle,
(c3)—(c4) sintomas em Anacardium occidentale. (d1)-(d2) controle, (d3)—(d4) sintomas em Psidium
guajava. (el)-(e2) controle, (e3)—(e4) sintomas em Syzygium malaccense. (f1)—(f2) controle, (f3)—(f4)
sintomas em Citrullus lanatus.

Fonte: A autora (2023).
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Figura 12 — Resultado dos testes de patogenicidade de Rhizopus. (al)—(a2) controle, (a3)—(a4) sintomas
em Persea americana. (b1)-(b2) controle, (b3)—(b4) sintomas em Solanum melongena. (c1)-(c2)
controle, (c3)—(c4) sintomas em Artocarpus heterophyllus. (d1)—(d2) controle, (d3)—(d4) sintomas em
Carica papaya. (el)—(e2) controle, (e3)—(e4) sintomas em Passiflora edulis.

Fonte: A autora (2023).
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Figura 13 — Resultado dos testes de patogenicidade de Rhizopus. (f1)—(f2) controle, (f3)—(f4) sintomas
em Cucumis melo. (g1)—-(g2) controle, (g3)—(g4) sintomas em Fragaria x ananassa. (h1)-(h2) controle,
(h3)—(h4) sintomas em Pyrus communis. (i1)—(i2) controle, (i3)—(i4) sintomas em Vitis vinifera cv.
Crimson. (j1)—(j2) controle, (j3)—(j4) sintomas em Vitis vinifera cv. Muscat.

Fonte: A autora (2023).
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Discussao

A podriddo mole de Mucorales é uma doenga que constantemente afeta frutos e
hortalicas na pos-colheita, tornando os produtos menos atrativos ou invidveis para comércio e
consumo. A doenca é caracterizada pela formacao de areas macias e Gmidas. A medida que os
sintomas progridem, ocorre o desenvolvimento de micélio abundante e formacéo de estruturas
reprodutivas fungicas. Tal deterioragdo é frequentemente causada por espécies de Rhizopus e
Mucor, géneros também obtidos no presente estudo, onde foram avaliados fungos com

aparéncia de Mucorales, isolados de podriddao mole em diferentes hospedeiros.

Por meio de andlises morfoldgicas, as espécies foram confirmadas pela forma e
dimensdo de estruturas como esporangiéforos, columelas, esporéngios e esporangiosporos, tal
como pela presenca ou auséncia de estruturas como apofises, clamiddsporos, estolfes e
rizoides. Para as analises de Inferéncia Bayesiana, 0s isolados representativos de cada
hospedeiro foram utilizados. Ao todo, 41 isolados foram considerados R. stolonifer, 20 M.

inaequisporus, trés M. merdicola, dois como Mucor sp. e dois como M. variisporus.

Rhizopus stolonifer foi morfologicamente reconhecido por caracteristicas, tais como a
altura dos esporangioforos, diametro de esporangios, presenca de rizoides, estoldes e de
columelas apofisadas (Zheng et al., 2007). A analise de Inferéncia Bayesiana da regido génica
LSU se mostrou suficiente para suportar a filogenia do grupo, concordando com os dados
morfolégicos. Em estudos anteriores, a patogenicidade de R. stolonifer havia sido registrada em
uvas (Latorre et al., 2007), meldo (Kwon, 2008), raiz de batata-doce (Nelson, 2009), maracuja
(Bomfim et al., 2010), morango, tomate, mamao (Bautista-Barios et al., 2014) jaca (Garcia-
Estrada et al., 2019) e entre outros frutos e hortalicas. Porém, este é o primeiro relato da espécie
causando podriddo em frutos de abacate, berinjela e péra no Brasil, bem como é o seu primeiro

registro em associacgdo ao fruto de achachairu no mundo.

Os isolados morfologicamente identificados como M. inaequisporus se destacaram por
apresentar as caracteristicas tipicas da espécie como esporangiosporos e columelas de formatos
muito variaveis (Schipper, 1978). Além da similar aparéncia entre as culturas, coloragdo e
estruturas de dimens@es aproximadas as descritas por Dade (1937).

Por analises de ITS e LSU, a separagéo dos isolados de jambo (ARM1045, URM8813,
URMS8814, URM8816 e URMS8817), dos demais representantes de M. inaequisporus

corresponderia a uma novidade taxonémica. No entanto, ndo ha evidéncias morfologicas
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suficientes para diferencia-los de isolados referéncia. Para estes, foi visualizada apenas uma
pequena variac¢ao no formato e tamanho de esporos, os quais sdo menores e predominantemente

elipsoidais (Figura 3).

As variagOes intraespecificas sdo comuns em Mucorales, logo, sdo recomendadas
avaliaces de diferentes caracteristicas morfoldgicas para o reconhecimento de uma espécie, tal
como o padrdo de ramificacdo dos esporangioforos e tamanho de esporangios. Além da
plasticidade fenotipica do grupo, sabe-se que a avaliagdo molecular em Mucorales ainda é
restrita e majoritariamente baseada nas regides ITS e LSU, por muitas vezes, essas regides nao
abrangem a variedade dentro das espécies (Walther et al., 2013). Portanto, a identidade dos

isolados do estudo foi mantida como M. inaequisporus.

Quanto aos isolados do segundo clado, formado por caju, fruta pao e goiaba (ARM985,
ARM989, ARM1041, ARM1153, ARM1154, ARM1155, ARM1156, ARM1193, URMS8812,
URMB8815), sdo morfologicamente mais similares ao isolado tipo de M. inaequisporus (CBS

255.36), em especial, pela variacdo de tamanho dos esporos.

Mucor inaequisporus foi descrito pela primeira vez em frutos de caja (Spondias
mombin) em Gana (Dade, 1937). Desde entdo, tem sido relatado em diferentes frutas como
ameixa (Syzygium cumini) (Santiago et al., 2013), caqui (Diospyros kaki) (Lee, 2020) e
morango (Fragaria x ananassa) (Ren et al., 2023). Entretanto, este € o primeiro relato de M.
inaequisporus causando podriddo em pseudofruto de caju e em frutos goiaba e jambo-vermelho.
Assim como, € o primeiro relato da espécie associada a fruta-péo.

Os isolados de M. merdicola apresentaram caracteristicas tipicas, descritas por Souza &
Santiago (2016), como altos esporangi6foros com rafimificacfes simpodiais e esporangios
pequenos. Em andlises filogenéticas da regido LSU e concatenada (ITS e LSU), os isolados do
estudo formam um clado correspondente a M. merdicola. A espécie foi primeiramente descrita
em amostras de esterco, posteriormente, também encontrada no solo (Li et al., 2016; Cordeiro,
2023). O presente estudo traz o primeiro relato de M. merdicola causando podridao em fruto de
melancia e a primeira vez em que a espécie é registrada como fitopatogénica.

Os isolados identificados como M. variisporus apresentaram caracteristicas da espécie
como esporangiosporos elipsoides a globosos e esporangidforos simples a monopodiais, como
descrito por Schipper (1978), diferenciando-se pela presenca de columelas piriformes. Por meio
de analises filogenéticas, os espécimes formaram um clado correspondente a M. variisporus. O

presente estudo traz o primeiro relato de Mucor variisporus causando podriddao em fruto de
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banana. Anteriormente, a espécie havia sido registrada como agente de podriddo em fruto de
caqui (Brackmann et al., 2006).

Quanto aos dois isolados de Mucor, provenientes de amostras de abacate (ARM1299 e
ARM1300), apresentaram caracteristicas morfologicas como esporangioforos simples a
simpodialmente ramificados e esporangiosporos elipséides. Com base em analises da regido
génica LSU, foi visualizada a formacgdo de um novo clado. O agrupamento é préximo a M.
bainieri, no entanto, ndo sdo compativeis com a espécie, que produz azigdsporos em abundancia
a temperatura ambiente (Benjamin, 1963). Futuramente, a analise da regido ITS sera necessaria
para melhor definir a identidade do fungo.

Os dados obtidos no presente estudo contribuem para trabalhos de identificacdo de
Mucorales e reconhecimento de sintomas de podriddao mole em frutos e hortaligas, assim como,

contribui para com as medidas de controle para mitigar a doenca pés-colheita.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A partir do presente estudo foi possivel identificar 77 isolados de Mucorales
provinientes de diferentes frutos e hortalicas em areas comerciais do Recife;

Entre esses, 9 isolados foram reconhecidos como Gilbertella persicaria, constatados
como agentes de podriddo em frutos de acerola, mamao, fruta pdo e em pseudofruto de
caju. Os relatos originaram o artigo intitulado “New reports of Gilbertella persicaria
causing post-harvest rot in different fruits in Brazil” (Publicado na revista Journal of
Plant Disease and Protection — Apéndice A).

Outros 68 isolados obtidos no estudo pertencem aos géneros Rhizopus e Mucor,
distribuidos nas espécies: M. inaequisporus, M. merdicola, M. variisporus, Mucor sp. e
R. stolonifer;

Com base nas andlises filogenéticas da regido génica LSU, foi possivel construir a
filogenia de Rhizopus em concordancia com o estudo morfoldgico;

Para Mucor, as analises filogenéticas concordaram com os estudos morfoldgicos,
exceto, para um clado préximo a M. inaequisporus (URM8813, URM8814, ARM1045,
URMB8816 e URM8817) com pequenas varia¢des morfoldgicas.

Os testes de patogenicidade confirmaram que os isolados encontrados associados a
podriddo mole sdo agentes da doenca, exceto, o isolado de R. stolonifer em batata-doce;
Este € o primeiro relato de M. inaequisporus causando podridao em pseudofruto de caju,
frutos de goiaba e jambo no mundo e a primeira vez da espécie associada a fruta-pao;
Primeiro relato de M. merdicola causando podriddo em fruto de melancia, assim como,
a primeira vez da espécie isolada como um fitopatdgeno;

Primeiro relato de M. variisporus causando podriddo do fruto de banana no mundo;
Primeiros relatos de R. stolonifer causando podriddo dos frutos de abacate, berinjela e
péra no Brasil e primeira vez da espécie associada ao fruto de achachairu no mundo.

O presente estudo contribui para o conhecimento da comunidade de fungos da ordem

Mucorales isolados de frutos e hortalicas.
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Abstract

Mucorales is an order of mostly saprobic fungi which includes broad host range plant pathogens. They are often associated
with fruits, causing post-harvest deterioration and economic loss. In markets in the municipality of Recife, Pernambuco,
Brazil, fruits with symptoms of soft rot and the presence of fungi with the appearance of Mucorales have been observed.
Sporangiophores bearing black and globose sporangia were visualized on the surface of the rotten tissues. Isolates obtained
from symptomatic tissues were cultured in potato dextrose agar culture medium, and cultural and microscopic observations
were performed. According to the morphological characteristics, the isolates were identified as Gilbertella persicaria and
their identity was confirmed by phylogenetic analyses of the ITS and LSU rDNA regions. Gilbertella persicaria, the unique
species of the genus, is commonly found in soil, water, dung and often isolated from fruit with post-harvest soft rot. In the
present study, nine isolates were obtained and identified, five from acerola, two from cashew, one from papaya and breadfruit.
To our knowledge, this is the first report of G. persicaria causing acerola and papaya rot in Brazil and the first report of the

species as a cashew and breadfruit pathogen in the world.

Keyword Breadfruit - Cashew - Choanephoraceae - Post-harvest rot - Taxonomy - Tropical fruit

Introduction

Gilbertella (Choanephoraceae, Mucorales) is a monospe-
cific genus typified by G. persicaria (Hesseltine 1960),
which was firstly isolated by Eddy (1925) from deteriorat-
ing peaches [Prunus persica (L.) Batsch.] and described as
Choanephora persicaria. Commonly found in tropical and
subtropical environments, Gilbertella persicaria is the etio-
logical agent of soft rot in different post-harvest fruits (Guo
etal. 2012; Hyde et al. 2014; Pinho et al. 2014; Vieira et al.
2018). As a saprobic species it can also be isolated from
dung (Santiago and Cavalcanti 2007), soil (Cruz-Lachica
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et al. 2018), fresh water (Lee et al. 2018) and flowers
(Ruangwong et al. 2022).

Gilbertella persicaria is morphologically characterized
by forming multi-spored sporangia that dehisce along a pre-
formed, longitudinal suture, besides striate sporangiospores
with hyaline polar appendages. The Mucor-like zygospores
are brown and formed between opposed suspensors (Hes-
seltine 1960; Benny 1991). The morphological study of G.
persicaria is considered efficient for identification, which
can also be confirmed through phylogenetic analyses of the
internal transcribed spacer (ITS), and large and small ribo-
somal subunits (LSU and SSU) (Papp et al. 2003; Walther
et al. 2013; Hyde et al. 2014).

During a survey on mucoralean fungi causing soft rot
symptoms on fruits stored in markets in Recife, Pernam-
buco, Brazil, nine specimens of G. persicaria were isolated.
Thus, the objective of the study was to confirm the causative
agent of the disease through morphological and phylogenetic
analyses and confirm the pathogenicity of the isolates.
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Materials and methods

Acerola (Malpighia emarginata D.C.), breadfruit (Arto-
carpus altilis Park.), cashew (Anacardium occidentale L.)
and papaya (Carica papaya L.) fruits showing symptoms
of soft rot were collected in markets in Recife, Pernam-
buco, Brazil. The samples were taken to the Laboratério
de Micologia Ambiental, of the Departamento de Micolo-
gia at the Universidade Federal de Pernambuco and, when
necessary, were incubated in plastic boxes for induction
of sporulation. The fungi were isolated directly using a
sterilized needle under a stereoscopic microscope (Global
Optics) (Alfenas et al. 2016). For the description of the
specimens, the fungal isolates were cultivated on PDA at
25 °C in the dark until they grew throughout the Petri dish
(9 cm). After three days, morphological characters were
observed and described 40 measurements of the asexual
reproductive structures (sporangiophores, columellae, spo-
rangia and sporangiospores), using the microscope (Zeiss
Axiostar Plus) at a 40 X magnification.

Genomic DNA was extracted from pure cultures with
four days of growth in PDA, using the Wizard Genomic
DNA Purification Kit, following the manufacturer's proto-
col. PCRs were performed for internal transcribed spacer
(ITS) and large ribosomal subunit (LSU) rDNA regions
using primers ITS4/ITS5 and LROR/LRS, respectively

(Vilgalys and Hester 1990; White et al. 1990). The PCRs
contained a total volume of 12.5 pL, being 1 pL of each
DNA sample (25 ng), 0.5 pL of each primer (10 pM),
6.25 pL of Taq Pol Master Mix (Cellco) and 4.25 pL of
ultrapure water.

The conditions for amplification of the ITS region con-
sisted of an initial denaturation cycle at 95 °C for 5 min, 30
cycles of denaturation at 95 °C for 1 min, annealing at 55 °C
for 30 s, extension at 72 °C for 2 min and final extension at
72 °C for 10 min. For LSU region, the conditions consisted
of an initial denaturation cycle at 94 °C for 5 min, followed
by 30 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, annealing at
52 °C for 45 s, extension at 72 °C for 90 s and final exten-
sion at 72 °C for 7 min. Final PCR products were analyzed
by agarose gel electrophoresis (1%), stained with GelRed™,
visualized under UV light on the transilluminator and puri-
fied using the enzyme Exo+ SAP (Cellco). The products
with concentration of 20 ng/ul were sequencing by Sanger
method (ABI-3500 Genetic Analyzer, Applied Biosystems)
in the Sequencing Platform of Centro de Biociéncias of the
Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brazil).

For the phylogenetic analyses, the sequences were
analyzed with isolates from the Choanephoraceae fam-
ily obtained from GenBank (Table 1). The phylogenetic
analyses were performed by Bayesian inference (BI)
method, using MrBayes v.3.2.7a (Ronquist and Huelsen-
beck 2003) on the CIPRES Science Gateway (https://www.

Table 1 GenBank accession

bl Gf ae itions meod B Species Isolates Host/substrate GenBank access number'

phylogenetic analyses TS LSU
Blakeslea trispora CBS 130.59  Soil IN206227  MH869368
Blakeslea trispora CBS 564.91*  Soil JN206230  JN206515
Choanephora cucurbitarum ~ CBS 674.93 na JN206233  JN206514
Choanephora infundibulifera  CBS 153.51  na IN206236  JN206513
Gilbertella persicaria CBS 190.32*  Prunus persica, fruit HM999958 HM849691
Gilbertella persicaria CBS 565.91  Dung of swine JN206226  MHS873959
Gilbertella persicaria CBS532.77 Dung of mouse IN206224  IN206517
Gilbertella persicaria URMS757 Carica papaya, fruit 0Q780808  0Q780850
Gilbertella persicaria URMBS758 Malpighia emarginata, fruit 0Q780809 0OQ780851
Gilbertella persicaria URMS759 Malpighia emarginata, fruit 0Q780810 0Q780852
Gilbertella persicaria URMS8760 Malpighia emarginata, fruit 0Q780811  0OQ780853
Gilbertella persicaria URMS8761 Malpighia emarginata, fruit 0Q780812 0Q780854
Gilbertella persicaria URMS8762 Malpighia emarginata, fruit 0Q780813  0OQ780855
Gilbertella persicaria URMS8763 Anacardium occidentale, fruit  OQ780814 OP896854
Gilbertella persicaria URMS8764 Anacardium occidentale, fruit  OQ780815  OP896855
Gilbertella persicaria URMBS8765 Artocarpus altilis, fruit 0Q780816 0OQ780856
Poitrasia circinans CBS 153.58*  Soil IN206239  JN206516
Hyphomucor assamensis CBS 415.77% n.a JN206211  MHS872849

The isolates obtained in the study are in bold

!ITS Internal transcribed spacers, LSU large ribosomal subunit

*TYPE
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phylo.org/) (Miller et al. 2010) with 10 million genera-
tions. The substitution models used were GTR + G for ITS
and GTR +1+ G for LSU, both calculated for each gene
region with MrModeltest 2.3 (Posada and Buckley 2004),
based on the Akaike information criterion (AIC).

The pathogenicity tests were conducted with healthy
fruits of papaya, acerola, cashew and breadfruit, obtained
from local markets. For this purpose, four isolates of
G. persicaria were selected: URM8757, URMS8760,
URMS8764 and URM8765. In the laboratory, fruits were
superficially disinfected with sodium hypochlorite (1%) for
2 min, washed in sterilized distilled water and air-dried.
Five fruits of each kind (acerola, breadfruit, cashew and
papaya) were wounded in 3 mm deep with aid of a steri-
lized needle and inoculated with 20 pL of sporangiospores
suspension (10°sporangiospores/mL), except for bread-
fruit, which was inoculated by an injection of suspension
of the same concentration. Sterilized distilled water was
inject in control of breadfruit and pipetted on acerola,
cashew and papaya fruits. The treatments were incubated
in a moist chamber and kept at room temperature (+25 °C)
under a 12-h period of light. After between 2 and 4 days
after inoculation, the fungi were re-isolated and identified
by morphological characteristics in order to test Koch's
postulates.

Fig.1 Gilbertella persicaria
(URMS8764). A Sporangiophore
with sporangium showing
longitudinal suture. B Sporan-
giophore with columella. C
Rhizoid. D Sporangiospores
with hyaline appendages indi-
cated by arrows. Scales bars: a,
b, ¢=50 pm: d=10 pm

Results

Soft rot symptoms (soft fruit tissues with a white to dark
gray mycelium and sporangiophores bearing black sporan-
gia) were observed in mature fruit from markets in Northeast
Brazil in 2022. Nine isolates were obtained from sympto-
matic samples and transferred to Petri dishes with PDA
culture medium, where the cultures reproduced characteris-
tics similar to those previously observed. The isolates were
deposited in the public URM culture collection of the Depar-
tamento de Micologia of the Universidade Federal de Per-
nambuco, Recife, Brazil (URM8757, URM8758, URM8759,
URMS8760, URM8761, URM8762, URM8763, URM8764,
URMS8765).

The isolates presented coenocytic mycelium, composing
erect sporangiophores, some curved near the apex, simple or
rarely branched, 12.5-80 um diam. Sporangia yellow—brown
when young, turning dark brown to black at maturity, with a
longitudinal suture when mature, 40—190 um diam wall per-
sistent. Columellae varied in shape, obopyriform, obovoid,
globose, conical, cylindrical, ellipsoidal and applanate with
basal collars, 20—125 X 22.5-142 pm. Sporangiospores hya-
line, more or less globose, ellipsoid to irregular with hyaline
appendages at the ends, 5-25X 5-17.5 um. Chlamydospores
globose, ovoid, cylindrical to irregular in shape, commonly
observed interspersed in hyphae, 12.5-47.5x 12.5-30 ym
(Fig. 1). The phylogenetic analysis of Bayesian inference
(BI) supported the morphological data, inserting the isolates
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into a clade corresponding to G. persicaria, separated of the
closely related Blakeslea, Choanephora and Poitrasia strains
with 100% of posterior probability (Fig. 2).

The tests confirmed the pathogenicity of representative
isolates URM8757, URM8760, URM8764 and URM8765
on the respective fruits. In 24 h, soft lesions appeared on the
acerola, cashew and papaya fruits with a yellowish color for
the first two fruits. The spots progressed in 48 h with the pro-
duction of white to grayish mycelium in maturity and abun-
dant sporulation. For breadfruit, the symptoms appeared
in about 72 h with brown soft lesions on the outside and

Fig.2 Phylogenetic tree gener-
ated by the Bayesian inference
analysis of internal transcribed
spacer (ITS) and large riboso-
mal subunit (LSU) sequences
of Gilbertella persicaria. The
numbers above the branches are
posterior probability values

Host strains:

Carica papaya
. Artocarpus altilis
' Anacardium occidentale

' Malpighia emarginata

purplish inside, the presence of fungal structures at 96 h.
All control samples remained intact (Fig. 3). The fungi were
successfully re-isolated to comply with Koch's postulates.

Discussion
The morphological characteristics of our G. persicaria
isolates are similar to the description of Benny (1991),

except for the presence of rhizoid, a structure found in all
our isolates but not reported for this genus so far. Different

URM 8757
0% yrm 8765 @

Gilbertella persicaria CBS 532.77

r Gilbertella persicaria CBS 565.91

o
1

URM 8764

URM 8763 ()

— Gilbertella persicaria CBS 190.32*

URM 8762 @y

0.93
urm 8758 @

ossl URME759 @

urm 760
urRmM 8761 @y
Blakeslea trispora CBS 130.59
Blakeslea trispora CBS 564.91*
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Choanephora cucurbitarum CBS 674.93
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Hyph is CBS 415.77*
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Fig.3 Results of pathogenicity tests. A1-A2 control, A3—A4 rot symptoms on Carica papaya. B1-B2 control, B3-B4 symptoms on Malpighia
emarginata. C1-C2 control, C3—C4 symptoms on Anacardium occidentale. D1-D2 control, D3-D4 symptoms on Artocarpus altilis

characteristics from that description had already been vis-
ualized by other authors. Mehrotra and Mehrotra (1963a)
described G. persicaria var. indica, with sporangiophores
and slow growing colony. Cheng and Hu (1965) had

proposed G. hainanensis based on habitat, colony color,
morphology of sporangiospores and number of append-
ages. However, tests of crosses performed demonstrated
the formation of zygospores between the different related
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strains of Gilbertella and the morphological characteristics
of the descriptions were considered insufficiently variable
to distinguish the isolates. Therefore, nomenclatures were
synonymized by Benny (1991) and revised with morphologi-
cal and molecular studies keeping G. persicaria as a single
(Walther et al. 2013).

In previous studies, the pathogenicity of G. persicaria
has been detected in peach fruits (Hesseltine 1960), toma-
toes, pears (Mehrotra 1963b; Mehrotra and Mehrotra 1963),
dragon fruit (Guo et al. 2012) and strawberry (Zhang et al.
2020). The species have been isolated as a pathogen from
acerola in japan (Takushi et al. 2020) and from papaya in
Mexico (Cruz-Lachica et al. 2015). However, to our knowl-
edge this is the first report of G. persicaria causing fruit rot
of acerola and papaya in Brazil, as well is the first time as a
pathogen of cashew and breadfruit in the world. Despite its
great importance as a post-harvest fruit pathogen, there are
few reports of G. persicaria in Brazil, in purple plum (Pinho
et al. 2014) and eggplant fruits (Vieira et al. 2018). The pre-
sent study contributes to the knowledge of the mucoralean
community in fruits, and given the reported pathogenicity,
control measures must be adopted to reduce post-harvest
losses and extend the storage time of the products.
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