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1. INTRODUCAO

Estimativas da diversidade de fungos tém demonstrado que existem cerca de 2,5 milhdes de
espécies, das quais pouco mais de 120 mil sdo conhecidas (Niskanen et al. 2023). O Brasil ¢
destacado como um dos paises com maior diversidade fungica e que necessita ser estudada, pois
possui um grande potencial taxondmico, ecologico, biotecnoldgico e econdmico (Maia et al.
2015; Boekhout et al. 2021). Apesar das politicas publicas nacionais de estudo e conservagdo da
diversidade existentes, ha uma grande lacuna no conhecimento da biodiversidade em cavidades
naturais, com destaque para estudos microbioldgicos - principalmente de fungos (Taylor et al.
2013, 2014; Paula et al. 2016; Paula et al. 2019; Cunha et al. 2020; Alves et al. 2022; Carvalho et
al. 2022; Pereira et al. 2022; Lima et al. 2024).

A micobiota de cavernas € um assunto de grande importancia, que tem tido maior interesse
desde 2013 quando Vanderwolf et al. publicaram uma revisdo global de fungos de ambientes
cavernicolas. Os autores analisaram 225 artigos e observaram que 1029 espécies de fungos foram
citadas entre as publicagdes, deste total apenas trés estudos para o Brasil, com registro da
ocorréncia de 17 fungos. Da regido Norte do Brasil, uma tinica pesquisa foi citada que registrou
fungos em solo de uma gruta no Amazonas (Castrillon et al. 1976). A auséncia de informacgao
microbiolégica de cavernas em um pais megadiverso ¢ uma parte ainda desconhecida da
biodiversidade que necessita ser desvendada para auxiliar os gestores de Unidades de
Conservacao (UC) no planejamento de atividades turisticas, bem como fornecer informagdes da
diversidade de espécies de fungos conhecidos ou ainda nao descritos pela ciéncia, atuando
diretamente nas estimativas nacionais e globais da diversidade micologica (Taylor et al. 2013;

Cunha et al. 2020).

A Floresta Nacional (FLONA) de Carajas ¢ uma UC de uso sustentavel, uma das principais
UC’s pertencentes ao mosaico da Serra dos Carajas/PA, e possui milhares de cavidades
ferruginosas que, além de possuir informagdes antropoldgicas e arqueologicas da historia
amazonica, abriga uma diversidade de plantas e animais de relacdes ecoldgicas especializadas
com seus ecossistemas (Bezerra et al. 2017). A pouca informacgao existente sobre a fauna e a flora
desses ambientes demonstra o potencial para inventario de espécies conhecidas e desconhecidas
pela comunidade cientifica, que necessitam de catalogag¢ao e conservagao (Bezerra et al. 2017).
No Brasil, temos conhecimento de apenas um estudo de fungos em sedimentos de uma cavidade
em minério de ferro em Minas Gerais, da qual foram obtidos cerca de 4.500 Unidades
Formadoras de Coldnias (UFCs) pertencentes a 34 espécies de 12 géneros, sendo Aspergillus e

Penicillium os géneros mais abundantes (Taylor et al. 2014).



Estudando uma bat cave em area de Caatinga, Cunha et al. (2020) relataram a presenca de
cerca de 1.500 UFCs obtidas do ar, guano e corpo de morcegos e identificaram os isolados em 59
taxons pertencentes a 37 géneros, com destaque para Aspergillus. Ainda, Cunha et al. (2020)
também relataram uma nova espécie de Geosmithia obtida de asa do morcego Carollia
perspicillata (Crous et al. 2018). Outros estudos estdo sendo realizados em cavernas de UCs da
Caatinga e tém demonstrado um grande potencial para inventdrios de espécies descritas ou
desconhecidas pela ciéncia. Por exemplo, Pereira et al. (2022) relataram a presenca de oito
espécies de Cladosporium, sendo duas novas para a ciéncia; os autores ainda destacaram que
outros isolados obtidos necessitam de mais estudos e coletas pois apresentam potencial de serem

descritos como novidades taxondomicas.

As milhares de cavidades ferruginosas que sdo encontradas na FLONA Carajas, bem como
em outras UC’s da regido, tais como o Parque Nacional (PARNA) dos Campos Ferruginosos, t€ém
um potencial de serem descobertas como um hotspot nao s6 da diversidade da fauna e flora, mas
também da diversidade de fungos na Amazonia brasileira (Bezerra et al. 2017). A grande lacuna
no conhecimento da diversidade fungica desses ambientes no Brasil ¢ um dos fatores que nos
motivaram para a construcao do inventario de espécies de fungos presentes no ar, no sedimento
(guano dos morcegos e solo), no corpo dos morcegos, € em outros substratos/hospedeiros
observados no momento da coleta, além do fornecimento de informagdes que contribuirdo
diretamente como subsidios para o manejo espeleoturistico (a partir do relato de espécies
potencialmente ou reconhecidamente patogénicas). Ainda, apesar de ndo ser o foco da presente
pesquisa, fungos obtidos em ambientes cavernicolas poderdo ter o seu potencial
biotecnoldgico/econdmico verificado em outros estudos, pois estardo preservados em colegdes de
culturas nacionais com intuito de proteger o patrimdénio genético do Brasil em seu préprio
territorio (Barbosa et al. 2020). Além disso, pesquisas micoldgicas pioneiras, como a aqui
apresentada, trazem informagdes importantes para que a diversidade micologica nacional
preencha lacunas nas estimativas da diversidade global de fungos, podendo atuar diretamente no

plano estratégico de politicas publicas de conservacdo de cavidades ferruginosas no Brasil.

Os resultados aqui apresentados contribuem para o atendimento aos componentes 1
(Conhecimento do Patriménio Espeleologico), 2 (Realizagdo de estudos espeleoldgicos na
elaboragdo de Planos de Manejo nas Unidades de Conservacao federais), 3 (Utilizagao
Sustentavel dos Componentes do Patrimonio Espeleologico) e 6 (Fortalecimento Institucional
para a Gestdo do Patrimonio Espeleoldgico) do Programa Nacional de Conservagdo do

Patrimonio Espeleologico, instituido pela Portaria MMA N° 358/2009.



2. OBJETIVOS PROPOSTOS NO PROJETO

Registrar/Identificar a diversidade fungica presente em amostras do ar, da 4gua, de sedimentos,
do corpo dos morcegos, e outros substratos/hospedeiros em cavernas ferriferas na Serra dos

Carajas/PA, gerando subsidios para o manejo espeleoturistico.

° Catalogar as espécies de fungos que ocorrem em até seis cavernas localizadas na Serra
dos Carajés, estado do Para;

° Contribuir com o inventario de espécies de fungos presentes no ar, na agua, no sedimento
(e.g. guano dos morcegos e solo), no corpo dos morcegos, € outros substratos/hospedeiros

encontrados no momento da coleta;

° Identificar os isolados obtidos por meio de analises morfoldgicas e moleculares;

° Explorar a diversidade fungica de cavernas com base nas bibliotecas de metagenoma de
ITS;

° Realizar andlises filogenéticas das sequéncias de DNA obtidas e posicionar

filogeneticamente as espécies encontradas;

° Descrever novos tdxons e/ou novos relatos de espécies de fungos em cavernas;

° Depositar pelo menos um isolado de cada espécie de fungo na cole¢dao de culturas
Micoteca URM, com vistas a proteger o patrimonio genético brasileiro;

° Disponibilizar, por meio da Micoteca URM, culturas de fungos de ambientes cavernicolas
para outros estudos de produgao de moléculas de interesse biotecnologico;

° Avaliar a abundéancia de fungos pela quantificagdo das UFCs em todos os substratos
estudados, e estimar a diversidade de espécies a partir de analises ecoldgicas;

° Contribuir com a formacgado de recursos humanos qualificados em taxonomia e ecologia de
fungos em ambientes de cavernas;

° Contribuir com aprimoramento do conhecimento dos técnicos do ICMBio e demais
técnicos de Orgdos ambientais, frente a importancia e riscos dos fungos em ambientes de
cavernas;

° Contribuir com a elaborag¢do e atualizacdo das agdes de manejo das cavernas, seguindo
orientacdes do CECAV/ICMBio e do Plano de Ac¢do em Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo para os
Biomas Brasileiros, assim como colaborar com a execu¢do do Programa Nacional de
Conservacao do Patrimdnio Espeleologico, ao gerar informagdes necessarias ao uso sustentavel

de cavernas com foco no espeleoturismo.



3. METODOLOGIA

Seis cavernas em litologias ferriferas da FLONA Carajas-PA, as quais estdao em processo de
estudos para liberagdo ao turismo, foram indicadas pela equipe gestora do Nucleo de Gestao
Integrada (NGI) Carajas para a realizacdo do inventario de fungos. Foram estudados os fungos
presentes no ar (anemofilos), na dgua, no sedimento (e.g. guano dos morcegos, solo), no corpo
dos morcegos € em outros substratos/hospedeiros encontrados no momento da coleta. As coletas
seguiram metodologias previamente estabelecidas pelo grupo de pesquisa, sendo realizadas em
pontos especificos a depender da estrutura de cada caverna. Os fungos foram isolados do ar
(sedimentagdo passiva), do guano (diluicdo seriada e camara imida), do solo (diluigdo seriada e
camara umida), e dos morcegos (esfregacos com swabs na cavidade oral, pelos, asas e regiao
urogenital) de acordo com Cunha et al. (2020) (SISBIO 82248/1). A quantificagdo das UFCs
(abundancia) foi realizada em todos os substratos e analises ecoldgicas foram utilizadas para
estimar a diversidade de fungos.

Os fungos foram identificados por caracteres morfologicos e inferéncias filogenéticas de
sequéncias de rDNA (extragdo, amplificacdo, purificacdo e sequenciamento de marcadores
especificos como ITS, LSU, beta tubulina, calmodulina, TEF, dentre outras a depender do tdxon
isolado) usando protocolos de extragdo de DNA e reagdes de PCR e sequenciamento previamente
estabelecidas (ex. Barbosa et al. 2020, Cunha et al. 2020).

Todos os isolados obtidos estao depositados nas colegdes de trabalho dos Laboratorio de
Taxonomia e Biotecnologia da UFPE e fungos isolados de duas cavernas e processados pela
equipe da UFG estdo depositados na colecdo de trabalho do Laboratério de Micologia
(IPTSP-UFG). Os fungos estdo em processo de deposito na Micoteca URM/UFPE e os
exemplares serdo preservados por no minimo dois métodos (ex. o6leo mineral, liofilizacao,
ultracongelamento, etc.). As sequéncias de DNA estao sendo armazenadas em associagdo com 0s
dados depositados nas cole¢des onde os fungos estdo armazenados e serdo depositadas em
repositorios publicos como o GenBank a partir da submissdo das publicacdes cientificas. As
informacodes resultantes deste projeto contribuirdo com o conhecimento da micota presente nas
cavernas estudadas, servirdo para a elaboragdo e atualizagdo das acdes de manejo das cavernas
(seguindo orientagdes do CECAV/ICMBio), e serdo disponibilizadas em bancos de dados
publicos para estimativa nacional e global da diversidade de fungos nestes ambientes.

Para a analise dos hifomicetos de folhedo, em pontos escolhidos aleatoriamente em cada
caverna, foram coletadas amostras de folhedo que foram armazenadas em sacos plasticos e

levadas ao Laboratorio de Hifomicetos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As



folhas foram lavadas com agua corrente para eliminar detritos e nematoides (Castafieda-Ruiz
(2005). Apds esse processo, as folhas foram postas sobre um papel toalha durante 10 minutos
para serem secas € posteriormente cortadas em fragmentos de aproximadamente 7 cm?”. Para cada
amostra foram montadas camaras umidas em placas de Petri, contendo trés fragmentos de folhas
e incubadas em uma caixa de isopor. O material incubado foi observado com estereomicroscopio
e durante 30 dias. As estruturas fungicas foram montadas em laminas com acido lactico a 90% e
visualizadas em microscopio de luz para identificagdo dos espécimes.

Para a andlise metagendmica, o material genético total das amostras coletadas foi obtido
pelo kit de extragdo da MO-Bio (Power Soil DNA Isolation Kit). Um arquivo metadados foi
gerado incluindo todas as informacdes e descricdo das amostras, categoria de cada dado,
numérico ou categdérico ( O Arquivos metadados-Metagendmica ). As sequéncias foram
analisadas utilizando o programa Qiime2 (v.2017.6.0), Quantitative Insights Into Microbial
Ecology, seguindo o pipeline Casava 1.8 paired-end demultiplexed fastq e o “Atacama soil
microbiome tutorial”. A classificagdo taxonOmica foi feita utilizando o feature-classifier
classify-sklearn (Pedregosa et al., 2011), que utiliza VSEARCH global alignment, e o banco
UNITE v8.2020.


https://drive.google.com/drive/folders/1a2dmvlPW21rbmkFR6Ler_x6UmuhBW3nw

4. RESULTADOS

4.1 FUNGOS CULTIVAVEIS

A abundancia dos fungos encontrados nos substratos das cavernas analisados foi estipulada
com base no nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) (Tabela 1). Para o ar e
sedimento/guano de todas as cavernas analisadas foram contabilizadas 1.382 e 11.973 UFC,
respectivamente. Para as amostras do corpo dos morcegos e paredes/espeleotemas foram obtidas
720 e 888 UFC, respectivamente. Deste total, foram obtidos 422 isolados do ar, 411 isolados do
sedimento/guano, 57 isolados do corpo dos morcegos e 20 isolados das paredes/espeleotemas
(Tabela 2). Com o maior quantitativo de isolados do ar, destacam-se as cavernas N1-0174
(Gruta do N1/Janela verde) e S11D-0001, com 102 e 118 isolados, respectivamente. Enquanto
para o sedimento, as cavernas N1-0174 (Gruta do N1/Janela verde) e NAWS-0067 (Vale da Lua)

somam 90 e 115 isolados, respectivamente.

Tabela 1: Numero de Unidade Formadora de Colonias (UFC) de cada caverna amostrada.

Caverna Local de coleta Total
Ar Sedimento/ Morcego Paredes/
guano Espeleotemas
N1-0174 (Gruta do 254 525 - 112 891
N1/Janela verde)
S11D-0001 308 1.676 - 215 2.199
N4WS-0067 (Vale 196 1.621 - 322 2.139
da Lua)
N1-0002 183 1.140 - - 1.323
N1-0004 144 5.078 - 239 5.461
N5SM2-099 (bat 297 1.933 720 - 2.950
cave)
Total 1.382 11.973 720 888 14.963




Tabela 2: Numero de isolados sendo estudados e/ou preservados de cada caverna amostrada.

Caverna Local de coleta Total
Ar Sedimento/ | Morcego Paredes/
guano Espeleotemas
N1-0174 (Gruta do 102 90 - 4 196
N1/Janela verde)
S11D-0001 118 74 - 4 196
N4WS-0067 (Vale da 58 115 - 5 178
Lua)

N1-0002 45 50 - - 95
N1-0004 62 67 - 7 136
N5SM2-099 (bat cave) | 37 15 57 - 109
Total 422 411 57 20 910

A partir das analises morfoldgicas e de sequéncias de DNA, 40 géneros foram identificados
nas amostras do ar (Tabela 3) e 35 nas amostras do sedimento/guano (Tabela 4) das seis
cavernas estudadas (Figura 1). Os géneros Cladosporium e Penicillium foram comuns para o ar
de todas as cavernas, enquanto no sedimento, apenas Penicillium foi encontrado em todas as
amostras. Alguns géneros foram comuns em um substrato de pelo menos trés das seis cavernas
analisadas, foram eles: Aspergillus, Blastobotrys, Cladosporium, Curvularia, Epicoccum,
Fusarium, Talaromyces, Trichoderma e Tolypocladium. Em relacao aos géneros encontrados no
ar das cavernas analisadas, cerca de 23,2% dos géneros sdo exclusivos para a caverna N1-0174,
19,6% sdo exclusivos para a caverna S11D-0001, 10,7% sdo exclusivos para a caverna
N1-0004, 8,3% sao exclusivos para a caverna N1-0002 e 5,4% sdo exclusivos para a caverna
N4WS-0067 (Figura 2). Para os fungos isolados do corpo dos morcegos € em
paredes/espeleotemas as etapas de identificacdo ainda estdo em processamento, visto que, para a

grande maioria, a extra¢cdo de DNA ndo foi bem sucedida.

Das cavidades estudadas, destaca-se a caverna N4WS-0067 (Vale da Lua) com o maior

quantitativo de géneros identificados (32, sendo 17 do ar e 15 do sedimento/guano).
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Figura 1: Percentual de géneros encontrados por substrato (ar e sedimento/guano).
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Figura 2: Percentual de géneros de fungos cultivaveis no ar das cavernas analisadas.



Tabela 3: Géneros de fungos cultivaveis encontrados no ar das cavernas S11D-0001, N4WS-0067
(Vale da Lua), N1-0004, N1-0174 (Gruta do N1/Janela verde), N1-0002 (Mapinguari) e N5SM2-99
(bat cave), da Flona do Carajas-PA.

Cavernas
Géneros S11D-0001 | N4WS-0067 | N1-0004 | N1-0174 | N1-0002 | N5SSM2-99
Aspergillus + - + - - +
Aureobasidium + - - - + -
Arthrinium - - - + - -
Amphinema - + - - - -
Alternaria - - + - - -
Bipolaris + - - - + ;
Blastobotrys - + + - - +
Cladosporium 3 4 + 4 e T
Corynespora + - - - - -
Curvularia + + + - + -
Clonostachys - - - + - -
Diaporthe - - + - - -
Debaryomyces - - + - - -
Epicoccum + + - + + .
Engyodontium - - - + - -
Fusarium + + - + - -
Inocybe - + - - - -
Lasiodiplodia - + - - - -
Mortierella + - - - - -
Metapochonia - - - + - -
Monochaetia - + - - - -
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Neopestalotiopsis - - - + -
Parahumicola + - - - -
Pestalotiopsis + + - - -
Penicillium + + 4 + +
Periconia + - - - -
Pseudopestalotiopsis - - - + -
Pithomyces - - - + -
Plectosphaerella - + - - -
Pseudopithomyces - + - - -
Phoma - - + ) )
Phyllosticta - - + - -
Paraconiothyrium - - + - -
Sebacina - + - - -
Talaromyces + + + + -
Trichoderma + + + - -
Tritirachium - + - - -
Umbelopsis - - - - .
Xylaria - - - + )
Zasmidium +

Total = 40 16 17 13 13 4

+Presenca; - Auséncia
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Tabela 4: Géneros de fungos cultivaveis encontrados no sedimento/guano das cavernas
S11D-0001, N4WS-0067 (Vale da Lua), N1-0004, N1-0174 (Gruta do N1/Janela verde), N1-0002
(Mapinguari) e N5SM2-99 (bat cave), da Flona do Carajas-PA.

Cavernas
Géneros S11D-0001 | N4WS-0067 | N1-0004 | N1-0174 | N1-0002 | N5SM2-99

Aspergillus - + + + - -

Arthrinium - - - + - _

Absidia - + + - - -

Apiotrichum - - + + - -

Arcopilus - - - - + .

Blastobotrys - + + - - -

Cladosporium + + - - - -

Coniothyrium + - - - - -

Cyathicula - - - + - -

Clonostachys - - - + - -

Crocicreas - - - + - -

Cryomyces - + - - - -

Cyberlindnera - + - - - -

Debaryomyces - + - - -

Eupenicillium - - - + - -

Engyodontium - - - + - -

Fusarium - + - - - -

Galactomyces - - + - - -

Humicola - + - - + .

Leptobacillium + - - - - -

Mucor + - - - - -
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Metacordyceps + - - - - -
Penicillium 4 + + + o e
Podila - - - + ) )
Pseudallescheria - - + - - -
Sphacelia + - - - - -
Sporothrix - + - - - -
Schwanniomyces - + - - - -
Saitozyma - + - - - -
Scopulariopsis - - + - - -
Talaromyces - + + + + -
Trichoderma - + + + - -
Tolypocladium + + + + - -
Trichomonascus - - - - + -
Umbelopsis - - + - - -
Total = 35 8 15 13 13 5 1

+Presenga; - Auséncia

* Uma relag@o das espécies de fungos cultivdveis nas cavernas S11D-0001, N4WS-0067 (Vale da
Lua), N1-0004, N1-0174 (Gruta do N1/Janela verde), N1-0002 (Mapinguari) e N5SM2-99 (bat
cave), da Flona do Carajas-PA, pode ser consultada na Planilha Excel constante no link:
Tabela de espécies de fungos cultivaveis.xIsx .
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https://docs.google.com/spreadsheets/d/1tEnoNBherj5Q_CxlXFG0lq9A5rHwLU7c/edit#gid=945698914

A Figura 3 ilustra a presen¢a de fungos cultivdveis comuns no ar e no sedimento/guano e os
exclusivos de cada caverna estudada. Para a caverna N4WS-0067 (Vale da Lua), foram obtidos
géneros exclusivos como Plectosphaerella, Inocybe, Amphinema, Lasiodiplodia, Monochaetia,
Sebacina, Tritirachium e Pseudopithomyces encontrados no ar, enquanto Crynitomyces,
Cyberlindnera, Schwanniomyces, Saitozyna e Sporothrix estavam presentes no sedimento. Para a
caverna N1-0174 (Gruta do Nl/Janela verde) foram obtidos 26 géneros (13 do ar e 13 do
sedimento/guano). Nas amostras do ar foram encontrados géneros exclusivos como
Neopestalotiopsis, Xylaria, Pseudopestalotiopsis, Metapoconia e Phytomyces e, Cyathicula,
Apotrichum, Podila, Crocicreas e Eupenicillium em amostras do sedimento/guano. Para a caverna
S11D-0001, 24 géneros (16 do ar e 8 do sedimento/guano) foram obtidos. A caverna S11D-0001
apresentou géneros exclusivos do ar que incluem Corynespora, Mortierella, Parahumicola e
Zasmidium, enquanto no sedimento, Coniothyrium, Leptobacillium, Mucor, Metacordyceps,
Sphacelia e Tolypocladium foram exclusivos para esse substrato. A caverna N1-0004, apresentou
o quantitativo de 26 géneros (13 do ar e 13 do sedimento/guano). Para esta caverna, Alternaria,
Diaporthe, Phoma, Phyllosticta e Paraconiothyrium foram exclusivos do ar, e Apiotrichum,
Galactomyces, Pseudallescheria e Scopulariopsis foram exclusivos do sedimento. As cavernas
N1-0002 (Mapinguari) e N5SM2-99 (bat cave) apresentaram 14 (9 do ar e 5 do sedimento/guano)
e 5 (4 do ar e 1 do sedimento/guano) géneros, respectivamente. A caverna N1-0002 (Mapinguari),
nao apresentou nenhum género exclusivo para o ar, porém, os géneros Arcopilus e
Trichomonascus foram exclusivos para o sedimento desta caverna. Enquanto para a caverna

N5SM2-99 (bat cave), nenhum género fungico foi exclusivo para os substratos analisados.

Algumas pranchas com caracteristicas morfologicas macro e microscopicas de alguns
fungos cultivaveis procedentes das cavernas estudadas podem ser observadas nas Figuras de 4-8.
Além disso, mais pranchas com imagens das coletas realizadas nas cavernas podem ser

visualizadas nas Figuras 9-13.
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38.1 23.8
N4WS-0067 (VALE DA LUA) N1-0174 (GRUTA DO N1/JANELA
VERDE)
S11D-0001 N1-0004
N1-0002 (MINGUARAPI) N5SM2-99 (BAT CAVE)

Figura 3: Percentual de géneros de fungos cultivaveis comuns e/ou exclusivos no ar e
sedimento/guano das cavernas N4WS-0067(Vale da Lua), N1-0174 (Gruta do N1/Janela verde),
S11D-0001, N1-0004, N1-0002 (Mapinguari) e N5SM2-99 (bat cave), da Flona do Carajas-PA.
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Figura 4: Parahumicola sp. nov. (JB696) A. Colonies from top to bottom PDA, MEA, AO,
PCA and CMA after 7 d incubation. B. Part of the colony on BDA. C. Aleuroconidia in lactic
acid. D. Mature ascomata on BDA, side view. E. Terminal ascomata hairs and ostiole F.
Ascomata mounted in lactic acid. G. Structure of ascomatal wall in surface view. H. Asci. 1.
Ascospore.. Scale bars: E-G = 150 pm; C,H,I = 10 um. *¥ARTIGO EM ELABORACAO.
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Figura 5. Morphological characters of Penicillium albineum URM 8918 sp. nov. isolated from
Vale da Lua caves. A. Colonies on CYA, MEA, YES, OA, CREA. B-D. Conidiophores. E.
Sclerotia. F. Conidia. Bars: B-D = 10 uym; E = 50 um; F = 5 um. *ARTIGO EM
PUBLICACAO.
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Figura 6: Morphological characters of Penicillium carajasense URM 8917 sp. nov.
isolated from Vale da Lua caves. A. Colonies on CYA, MEA, YES, OA, CREA. B-D.
Conidiophores. E. Sclerotia. F. Conidia. Bars: B, C, D and F = 10 um; E = 50 pum.
*ARTIGO EM PUBLICACAO.

18



Figura 7: Morphological characters of Penicillium reverso-vinaceum URM 8967 sp.
nov. isolated from Vale da Lua cave. A. Colonies on CYA, MEA, YES and CZ. B-D.
Conidiophores. E. Sclerotia. F. Conidia. Bars: B-E = 10 um; F =5 um. *ARTIGO EM
PUBLICACAO.
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Fonte: A autora, (2023). SILVA, C. C. A.

Figura 8. Fungos conidiais em folhedo terrestre nas cavernas da FLONA de Carajas,
Parauapebas (PA). Wiesneriomyces laurinus (Caverna NI1-002). A. Aspecto geral do
esporodoquio. B conidios septados. Arthrobotrys sp. (Caverna Vale da Lua). C. Conidioéforo e
aglomerados de conidios. D. Célula conidiogénicas. E. Conidios. *TCC Beatriz Marcelino.
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Fotos: Diego Bento (2022).

Figura 8: Caverna Vale da Lua (N4WS-0067) na Floresta Nacional (FLONA) de Carajas, no
Para, Brasil. Vista de fora da entrada da caverna (A); Coleta do sedimento no ponto de
amostragem 1 (B); Vista do interior da caverna dos pontos de amostragem 2 (C) e 3 (D).

Fotos: Diego Bento (2022).

Figura 9: Caverna N1-0174 (Gruta do N1/Janela verde) na Floresta Nacional (FLONA) de
Carajas, no Para, Brasil. Vista de dentro para a entrada da caverna (A); Coleta dos fungos do ar
no ponto de amostragem 3 (B); Coleta de guano de morcego hemtdéfago no ponto de
amostragem 2 (C); Vista do interior da caverna dos pontos de amostragem 1 (D).
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Fotos: Diego Bento (2022).
Figura 10: Caverna N1-0002 (Mapinguari) na Floresta Nacional (FLONA) de Carajas, no Para,

Brasil. Coleta dos fungos do ar no ponto de amostragem externo (A); Coleta dos fungos do ar
no ponto de amostragem 1 (B) e (C); Coleta dos fungos do ar no ponto de amostragem 2 (D).
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Fotos: Diego Bento (2022).

Figura 11: Caverna N1-0004 na Floresta Nacional (FLONA) de Carajas, no Para, Brasil.
Coleta dos fungos do ar no ponto de amostragem externo (A); Coleta dos fungos do ar no ponto
de amostragem 1 (B); Coleta dos fungos do ar no ponto de amostragem 2 ©; Coleta dos fungos
do sedimento/guano no ponto de amostragem 1 (D); Coleta dos fungos do ar no ponto de
amostragem 3 (E).
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Fotos: Diego Bento (2022).

Figura 12: Caverna N5SM2-99 (bat cave) na Floresta Nacional (FLONA) de Carajas, no Par4,
Brasil. Momento da coleta dos fungos do corpo dos morcegos (A); Coleta dos fungos no corpo
dos morcegos (B) e (D); Coleta dos fungos na cavidade oral dos morcegos (C); Coleta dos
fungos nas asas dos morcegos (E).
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@ o
Fotos: Diego Bento (2022).
Figura 13: Caverna S11D-0001 na Floresta Nacional (FLONA) de Carajas, no Para, Brasil.

Momento da coleta dos fungos do ar no ponto de amostragem 1 (A) e (B); Coleta dos fungos do
ar no ponto de amostragem 2 (C); Coleta dos fungos do ar no ponto de amostragem 3 (D).
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4.2 HIFOMICETOS DE FOLHEDO

Todos os dados referentes ao estudo dos hifomicetos de folhedo das cavernas
S11D0001, N1-0174 (Gruta do N1/Janela verde), N4AWS-0067 (Vale da Lua)a e N1-0002
(Mapinguari), podem ser acessados no link
B TCC de Beatriz Marcelino_dos_Santos_final assinado assinado.pdf - Produto:
Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) de uma aluna do Curso de Ciéncias Bioldgicas com

énfase em Ciéncias Ambientais da UFPE.

4.3 FUNGOS DETECTADOS POR ANALISE METAGENOMICA

Na caverna N1-0174 (Janela verde) foram coletadas amostras de solo em 4 pontos,
compreendendo da entrada até a zona afética. Em uma analise geral da caverna, os tdxons de
fungos mais representativos foram de ascomicetos pertencentes a classe Sordariomycetes,
dos géneros Fusarium, Trichoderma e Metacordyceps. Na andlise por ponto da caverna
N1-0174, podemos observar que a abundancia de taxons de fungos difere entre os pontos de
coleta em relagdo a entrada, zona de penumbra e zona afética. A analise das amostras de
solo da entrada e da zona de penumbra 2 revelam a prevaléncia de fungos basidiomicetos.
Os demais pontos de coleta revelam a maior quantidade de fungos ascomicetos que, no

geral, prevaleceram no interior da caverna N1-0174 ( &3 Planilha Metagenoma Caves.xIsx ).

Na caverna N1-0004 foram coletadas amostras de solo em 5 pontos, compreendendo da
entrada até a zona afdtica. Em uma andlise geral da caverna, os taxons de fungos mais
representativos foram de ascomicetos pertencentes as classes Sordariomycetes e
Dothideomycetes, seguido de basidiomicetos da classe Agaricomycetes. Os géneros mais
representativos foram Periconia, Agaricus e Fusarium. Andlises por ponto da caverna
N1-0004 revelam que a abundancia de taxons de fungos difere entre os pontos de coleta em
relagdo a entrada, zona de penumbra e zona afotica. Na zona de penumbra 1 observa-se a
maior ocorréncia de fungos da ordem Mortierellales, nas demais prevalecem os ascomicetos (
£ Planilha Metagenoma Caves.xlsx ). Segundo a analise metagendmica da regido ITS do
DNA das amostras de solo dessa caverna, foi observado a ocorréncia de Histoplasma na zona

de penumbra.

Na caverna N5SM2-099 (bat cave) foram coletadas amostras de solo em 2 pontos na

zona afética. Em uma analise geral da caverna, os tdxons de fungos mais representativos

26


https://drive.google.com/file/d/1KMagmMsPlVhMWQ6sZ8k_xyte1eU4EcWj/view?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/13Go3qvNi1saGgihS4yb2cWR0NWz2r0qb/edit#gid=225031132
https://docs.google.com/spreadsheets/d/13Go3qvNi1saGgihS4yb2cWR0NWz2r0qb/edit#gid=225031132

foram de basidiomicetos pertencentes a classe Agaricomycetes do género Inocybe, e em

menor quantidade ascomicetos do género Penicillium ( B3 Planilha Metagenoma Caves.xIsx ).

Na caverna N1-0002 (Mapinguari) foram coletadas amostras de solo em 3 pontos,
compreendendo da entrada até a zona afotica. Em uma anélise geral da caverna, os taxons de
fungos mais representativos foram de ascomicetos pertencentes a classe Sordariomycetes e
Dothideomycetes, dos géneros Trichoderma e Periconia; assim como de basidiomicetos da
classe Agaricomycetes, dos géneros Inocybe e Entoloma. Na andlise por ponto da caverna
N1-0002, podemos observar que a abundancia de taxons de fungos difere entre os pontos de
coleta, prevalecendo basidiomicetos na entrada e fungos da ordem Mortierellales (

Planilha Metagenoma Caves.xIsx ).

Na caverna S11D-0001 em uma analise geral da caverna, os taxons de fungos mais
representativos para o ar foram de basidiomicetos pertencentes a classe Agaricomycetes,
como o género /nocybe; e ascomicetos pertencentes a classe Sordariomycetes, como o género
Monochaetia. Na andlise por ponto da caverna S11D-0001, podemos observar a prevaléncia
de basidiomicetos em todas as zonas. Em relacdo ao sedimento analisado nesta caverna, os
taxons de fungos mais representativos foram de ascomicetos pertencentes a classe
Sordariomycetes ¢ Eurotiomycetes, como os géneros Penicillium, Trichoderma e Fusarium;
seguido de basidiomicetos da classe Agaricomycetes, como o género /nocybe. Na andlise por
ponto da caverna S11D-0001, podemos observar que a abundancia de tdxons de fungos difere
entre os pontos de coleta, prevalecendo ascomicetos na zona de penumbra e basidiomicetos na

zona af6tica ( B3 Planilha Metagenoma Caves.xIsx ).

Na caverna N4WS-0067 (Vale da Lua), para os fungos presentes no ar, em uma analise
da entrada da caverna, os tdxons de fungos mais representativos foram de basidiomicetos
pertencentes a classe Agaricomycetes, como o género /nocybe; e ascomicetos pertencentes a
classe Sordariomycetes, como o género Monochaetia. Para o sedimento presente na caverna,
os taxons de fungos mais representativos foram de ascomicetos pertencentes a classe
Sordariomycetes e Dothideomycetes, como os géneros Periconia, Xylaria e Trichoderma,
seguido de basidiomicetos da classe Agaricomycetes, como o género Inocybe. Na anélise por
ponto da caverna Vale da Lua, podemos observar que a abundancia de taxons de fungos difere
entre os pontos de coleta, prevalecendo basidiomicetos na zona de entrada e af6tica,
ascomicetos e fungos da ordem Mortierellales na zona de penumbra (

Planilha Metagenoma Caves.xIsx ).

27


https://docs.google.com/spreadsheets/d/13Go3qvNi1saGgihS4yb2cWR0NWz2r0qb/edit#gid=225031132
https://docs.google.com/spreadsheets/d/13Go3qvNi1saGgihS4yb2cWR0NWz2r0qb/edit#gid=225031132
https://docs.google.com/spreadsheets/d/13Go3qvNi1saGgihS4yb2cWR0NWz2r0qb/edit#gid=225031132
https://docs.google.com/spreadsheets/d/13Go3qvNi1saGgihS4yb2cWR0NWz2r0qb/edit#gid=225031132

* Uma relagdo dos géneros de fungos encontrados por analise de metagendmica no
sedimento/guano das cavernas S11D-0001, N4WS-0067 (Vale da Lua), N1-0004, N1-0174 (Gruta
do N1/Janela verde), N1-0002 (Mapinguari) e N5SM2-99 (bat cave), da Flona do Carajas-PA,
pode ser consultada na Planilha Excel constante no link:
Fungos total metagendmica por caverna

44 FUNGOS ENCONTRADOS NAS CAVERNAS DA FLONA CARAJAS COM
RELATOS DE ALGUM POTENCIAL PATOGENICO

Na Tabela 5 estdo relacionadas as espécies de fungos isoladas das cavernas estudadas
que ja& foram citadas com algum potencial patogénico. Vale salientar que a maioria dos fungos
encontrados nestas cavernas estdo citados na literatura com algum relato como agente
biologico de alguma micose, sdo classificados como Classe de Risco 1 e 2 (Brasil, 2022). A
classe de risco 1 ¢ representada por agentes bioldgicos nao incluidos nas classes de risco 2, 3
e 4 e para os quais at¢é o momento a capacidade de causar doenga no homem ndo foi
reconhecida. Organismos da Classe de risco 2 (moderado risco individual e limitado risco
para a comunidade) incluem “os agentes bioldgicos que provocam infec¢des no ser humano
ou nos animais, cujo potencial de propagacdo na comunidade e de disseminacdo no meio
ambiente ¢ limitado, e para os quais existem medidas profilaticas e terapéuticas conhecidas

eficazes” (Brasil, 2022).

Apenas por andlise metagendmica e nas cavernas N1-0004 e N1-0174 (Janela verde)
foram detectados Histoplasma e Rhinocladiella, respectivamente. De acordo com o Ministério
da Saude (Brasil, 2022), estes géneros possuem espécies (Histoplasma capsulatum var.
capsulatum, H. capsulatum var. duboisii, H. farciminosum e Rhinocladiella mackenzier)
classificadas como Risco Biologico 3, definido como “(alto risco individual € moderado risco
para a comunidade): inclui os agentes bioldgicos que possuem capacidade de transmissdo, em
especial por via respiratoria, e que causam doengas potencialmente letais em humanos ou
animais, € para as quais existem, usualmente, medidas profilaticas e terapéuticas.”. Porém,
espécies destes géneros ndo foram isoladas em meios de cultivo na presente pesquisa, nao
sendo possivel afirmar que existem propagulos ativos desses géneros nas cavernas citadas.
Com isso, sdo necessarias mais coletas para se ter uma conclusdo sobre a necessidade de

tomar medidas mais seguras.
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Tabela 5: Fungos encontrados nas cavernas da Flona Carajas com potencial patogénico
de acordo com dados da literatura.

Espécie

Patogenicidade

Referéncia

Patogenicidade em humanos e outros animais

Alternaria alternata

Tenossinovite extensora cronica, artrite
séptica da mao, ceratite, feohifomicose e
rinossinusite

Kim et al. (2022);
Chatterjee e Agrawal
(2010); Todokoro et al.
(2023); Leite et al. (2023);
Campoli et al. (2020);
Kellogg et al. (2023);
Hattab et al. (2019);
Tyrellis et al. (2022)

Arthrinium
phaeospermum

Micose

Rai (1989)

Aspergillus nomiae

Aspergilose (Infecgdo em pacientes com
fatores predisponentes)

Zhou et al. (2020)

Aspergilose, onicomicose, eumicetoma, e

Nagashima et al. (2023);
Vera-Cabrera et al. (2021);
Seyedmousavi et al.
(2015); Negroni (1943);

Aspergillus sydowii patdgeno fungico de corais marinhos Walshe & English (1966);
Schonborn & Schmoranzer
(1970); Achten et al.
(1979)

Ca.ndzda o Micose oportunista Richardson (1991)

chiropterorum

Candida palmioleophila|Micose Liu (2019)

Cladosporium cf.

Infecgdes pulmonares e cutaneas (Infecgdo

Kwon-Chung et al. (1975);
Drabick et al. (1990);
Annessi et al. (1992);

lad. oid em pacientes com fatores predisponentes)
cradosportordes Lopez et al. (1996)
Cladosporium Dermatite em golfinhos Butinar et al. (2005)
halotolerans

Observada em amostras clinicas de lavado

Cladosporium broncoalveolar; unha e liquido Sandoval-Denis et al.
subuliforme cefalorraquidiano (2015)
Cladosporium Sinusite fingica e cromoblastomicose Nasiri-Jahrodi et al.
tenuissimum (2023); Yang et al. (2023)
Clonos ta?hys Entomopatogénico Sahin (2021)
rogersoniana
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Cordyceps cf.

coleopterorum

Entomopatogénico

Castillo (2018)

Infecgao dssea, fungemia, endoftalmite,
infecgdo invasiva, infec¢do pulmonar e

Wong et al. (1982);
St-Germain ¢ Laverdiére
(1986); Carrega et al.

ceratite (1997); Krcméry e Kunova
Debaryomyces hansenii (2000); Rao et al. (1991);
Bibashi et al. (2009); Liu et
al. (2019); Bloom et al.
(1992)
Engyodontium Aracnopatogénico Shrestha (2019)
aranearum
Fusarium oxysporum Controle bioldgico de Fusarium spp. Silva (2005)
Metapochonia Controle biolégico de nematddeos Yung (2021)
rubescens
Kwon-Chung et al. (1975);
Relatados em infecgdes pulmonares e Drabick et al. (1990);
Mucorales cutineas Annessi et al. (1992);
Lopez et al. (1996)
Paraconiothyrium . . I . Gordon et al. (2012);
Feohifi fi fatal
eyclothyrioides cohifomicose ¢ infecedo disseminada fatal| - |\ .o al 2015)
Penicillium anatolicum [Controle bioldgico de nematodeos Jatala (1986)
Controle biologico de Spodoptera litura e |HC Nguyen (2023);
Plutella xylostella, infec¢des pulmonares e |Gilliam & Vest (1951);

Penicillium citrinum

de trato urinario, e relato de infeccao fatal
em paciente com leucemia

Perry (1964); Mori et al.
(1987); Mok et al. (1997)

Penicillium daleae

Entomopatogénico

Ragavendran (2017)

Penicillium raperi

Controle biologico

Lichtner, 2022

Pochonia
chlamydosporia

Controle biologico de nematddeos

Yi (2021)

Pseudallescheria boydii

Osteomielite e pneumonia

Jackson et al. (2022);
Cumbo-Nacheli et al.
(2012)

Trichod,

rieno er.ma Patogeno de outros fungos Sumida (2018)
asperelloides
Xylaria longipe Patégeno de outros fungos Elias (2018)
Patogenicidade em plantas
Arthrini )

rthrinium cf. Fitopatogénico Li (2016)
phaeospermum
Aspergillus europaeus |Fitopatogénico Smiri (2021)
Cladosporium Fitopatogénico Butinar et al. (2005)
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halotolerans

Cladosporium

L Fitopatogénico Zhou (2022)
tenuissimum
Cladosporium . . .

Fitopatogé lva (2024
xanthochromaticum HOPATogEmIco Silva ( )
Corynespora cassiicola |Fitopatogénico Shiraishi (2012)
Didymella subherbarum|Fitopatogénico Ahmadpour (2017)
Epi )

preoccum C,f Fitopatogénico Willis (2023)
andropogonis
Epicoccum cf. . .

Fitopatogé h 2024

latusicollum itopatogénico Chang ( )
F ] . . C

usarlui-n ) Fitopatogénico Shiraishi (2012)
pseudocircinatum
N taloti S Cf. . .

eo;.) estalotiopsis cf. Fitopatogénico Daengsuwan (2021)
clavispora
Nigrospora oryzae Fitopatogénico Abass (2014)
Penicillium adametzii  |Fitopatogénico Alwakeel (2013)
Penicillium

Fitopatogéni leh (2023
brefeldianum itopatogénico Saleh ( )
Penicilli : . . .

enct Z,L_tm o Fitopatogénico Coutinho (2020)
mallochii
Penicillium cf. oxalicum|Fitopatogénico Cooke (1967)
Penicillium raperi Fitopatogénico Xu (2024)
Penicillium.

enciium Fitopatogénico Smiri (2021)
sumatraense
Periconia byssoides Fitopatogénico Su (2023)
Periconia cf.

encomé,l o Fitopatogénico Sidhoum (2024)
macrospinosa
Phit :

itomyces cf. Fitopatogénico Perell6 (2017)

chartarum
Rhizomucor cf. Fitopatoednico Zihalirwa Kulimushi
variabilis patog (2017)
Tal . . . .

alaromyces cf. Fitopatogénico Solairaj et al. (2020)
rugulosus
Tal . .

araromy c.e.s Fitopatogénico Pretsch (2014)
wortmannii
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4.5 REUNIOES

Para planejamento das atividades, foram realizadas reunides entre membros da
equipe do projeto (UFPE, UFG e UFPR), assim como reunides entre a equipe do projeto
e o Comité Técnico Cientifico do NGI Carajas.

- Reunides entre a equipe do projeto e o Comité Técnico Cientifico do NGI Carajas,
para planejamento da expedig@o a Flona Carajas-PA para realizacdo das coletas.

- Reunido entre membros da equipe do projeto para planejamento da preparacio de
material para a expedi¢do a Flona Carajas-PA e realizacdo das coletas.

- Reunido de acompanhamento dos resultados obtidos.

- Reunides com a equipe responsavel pela metagendmica da Universidade Federal do
Parand com o intuito de discutir a melhor metodologia para extragcio do DNA
genOmico das amostras coletadas nas cavernas da Flona Carajas-PA.

4.6 PRODUTOS

Com o desenvolvimento do presente projeto, foi possivel a elaboragdo de
trabalhos que foram apresentados em eventos cientificos (Tabela 6), de artigos
cientificos (Tabela 7), assim como contribuiu para a formacao de recursos humanos ao
nivel técnico, de graduagdo e de pos-graduacao (Tabela 8).

Tabela 6. Trabalhos apresentados em eventos cientificos.

AUTORES

TITULOS DOS RESUMOS

Evento

Jordane P. Nobrega,
Joenny M. S. Lima,
Diego M. Bento, Eder S.
Barbier, Renan N.
Barbosa, Cristina M.
Souza-Motta, Roger F. R.
Melo

Fungos isolados do sedimento
de uma caverna da Floresta
Nacional de Carajas/PA

8° Congresso Sobre Diversidade
Microbiana da Amazonia -
CDMICRO, 24 a 27 de abril de 2023,
Manaus - AM

Pedro Gabriel L. Silva,
Victoria B. Barros, Pedro
H. F. de Oliveira, José F.
S. A. Prazeres, Joenny M.
S. Lima, Cristina M.
Souza-Motta, Jadson D.
P. Bezerra

Fungos do ar da caverna
ferruginosa Janela Verde,
FLONA de Carajas
(Amazobnia)

XX Seminario de Patologia Tropical e
Saude Publica, 17,20 e 21 de
novembro de 2023, UFG, Goiania-GO

Beatriz M. Santos, Celine
Silva, @ M?®  Fernanda
Aratijo, Gisele Silva,
Milena Lima, Elaine
Malosso

Fungos conidiais em folhedo
de ambiente cavernicola da
Floresta Nacional Serra dos
Carajas, Paré, Brasil

VII Encontro Pernambucano de
Micologia, 2023, Recife
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Tabela 7. Artigos em preparagao (EM)/submetidos(S)/publicados (P) em revistas

cientificas.
AUTORES TITULOS DOS ARTIGOS |REVISTAS | SITUACAO | ANO
Jordane P. Nobrega, Submetido e
Renan N. Barbosa,  [Six new Penicillium species em
Joenny M. S. Lima, [in the section ~ |atendimento
Diego M. Bento, Lanata-Divaricata froma  [Mycological Jas  sugestdes| 5,4
Cristina M. cave in Amazon rainforest, |/ TO8Iess dos revisores
Souza-Motta, Roger |Brazil da revista.
F. R. Melo

. .._|Fungos do ar e de sedimento de Em
Pedro Gabriel L. Sil . .
etealr o babre va caverna da FLONA de Carajas [A definir preparagdo -

’ (Amazonia) - TCC/UFG
Redescri¢ao do género Em
Pedro T. S. Nogueira et Par.al.zumicola para  |A definir preparagdo i
al. posicionamento da nova espécie
sexual, P. amazonica

Julia Randow, Jordane Em
Nobrega, Renan N. preparacao
Barbosa, Joenny M. Explorando a complexa
S. Lima, Vitoria|diversidade fingica da A definir )

Santiago, Diego M.
Bento, Roger F. R.
Melo, M.
Souza-Motta

Cristina

caverna Vale da Lua da
FLONA de Carajas (Amazonia)
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Tabela 8. Trabalhos académicos: Inicia¢ao Cientifica (PIBIC). Trabalho de Conclusao de
Curso (TCC), Dissertagao de Mestrado (M) e Tese de Doutorado (TD).

ALUNO Orientador(es) Trabalho/Titulo Curso Data
PIBIC/Identificagdo [ =~ Bolsa
Thamyres Cristina M. Souza-Motta | e sele¢do de fungos C¥en012}s PIBIC/UFPE
Oliveira dos Joenny M. Silveira de anemofilos Biologicas Iniciada  em
Santos Lima produtores de  |(Bacharelad 10/2023
quitinase isolados da|o - UFPE) agosto
caverna N1-0002 em
Carajas/PA
PIBIC/ Identificagado Bolsa
Cristina M. Souza-Motta ¢ selegllo de fungos | Ciencias PIBIC/UFPE
; . Souza- o
Julia Randow S prggﬁatgrrlzss ;1: Biologicas |Iniciada em
Cavalcanti . y L q (Bacharelad agost0/2023
Lima isolados do
sedimentoda |0~ UFPE)
caverna
Mapinguari/PA
TCC/Fungos A 22/09/2023
g Ciéncias
conidiais em folhedo| . ,, .
. Biologicas
. . de ambiente .
Beatriz Marcelino ) ; (Enfase em
Elaine Malosso cavernicola da i .
dos Santos . Ciéncias
Floresta Nacional . .
., Ambientais
Serra dos Carajas, UFPE)
Para Brasil
TCC/Fungos do ar |Ciéncias Em
de uma bat cave na |Biologicas |andamento
Maiara Beatriz M.|Cristina M. Souza-Motta |Flona dos (Enfase em
Silva Vitoria Cristina S. Alves [Carajas-PA e o Ciéncias
potencial para Ambientais
produgao de enzimas|- UFPE)
TCC/Explorando o A Em
. Ciéncias
. Cristina M. Souza-Motta |ar da caverna Vale o, . andamento
Julia Randow S Biologicas
. Joenny M. Silveira de da Lua e sua
Cavalcanti Lima complexa (Bacharelad
. . . - UFPE
diversidade fungica © )
Jordane P. 28/02/2024
Noébrega R DM/Micobiota do
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PPGBF - PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA DE FUNGOS/UFPE

PPGEBB - PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE
BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA/UFPR

5. DISCUSSAO

Estudos de fungos em ambientes subterraneos t€ém ganhado destaque a partir dos
dados demonstrando uma grande diversidade em diferentes substratos como sedimento,
ar, guano, agua, paredes, espeleotemas, entre outros (Vanderwolf et al. 2013; Cunha et
al. 2020; Pereira et al. 2022; Carvalho et al. 2022; Alves et al. 2022; Lima et al. 2024).
Estudos de levantamento de dados biologicos em cavernas do Brasil foram
principalmente realizados em cavidades carbonaticas, embora existam cavernas em
diferentes litologias no pais (Trajano e Moreira 1991, Zepelini Filho et al 2003, Ferreira
2004). O geossistema ferruginoso ¢ abundante no Brasil, porém, os estudos sobre os
fungos presentes neste ambiente ainda sdo escassos em comparacdo com o nimero de
cavernas catalogadas at¢é o momento, principalmente quando se trata de cavernas
ferruginosas (Beltrano et al. 2000). Cavernas associadas a campos ferruginosos foram
até pouco tempo “esquecidas” em estudos bioespeleologicos, embora soubessem da
existéncia, suas dimensdes, em geral reduzidas, levaram a uma interpretagdao de que elas
pudessem ser pouco diversas (Ferreira et al. 2005).

Os dados obtidos sobre o inventario de fungos para seis cavernas ferruginosas da

FLONA dos Carajas demonstraram uma grande abundancia de fungos, sendo
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contabilizados cerca de 15 mil UFC. Entre as cavernas estudadas da Flona dos Carajés,
a N1-0004 deteve a maior abundancia de fungos, com um total de 5.461 UFC, sendo
5.078 isolado do sedimento/guano. Em uma caverna de minério de ferro, que possui
caracteristicas semelhantes as localizadas na Flona dos Carajas, Taylor e colaboradores
(2014) encontraram cerca de 4.500 fungos isolados a partir do sedimento, obtendo um
resultado préximo ao encontrado na caverna N1-0004 em relacdo a abundancia de
fungos. Em outro estudo em uma caverna na Caatinga, Alves e colaboradores (2022),
encontraram cerca de 3.000 UFC nas amostras de sedimento de uma caverna no estado
do Rio Grande do Norte, incluindo leveduras e fungos filamentosos, apesar das
cavernas possuirem caracteristicas diferentes apresentaram quantidades numerosas de
UFC quando comparado os substratos. As demais cavernas, apesar de terem
apresentado um numero menor, expressam um valor significativo de fungos isolados do
sedimento, se destacando na abundéncia de fungos.

Das seis cavernas ferruginosas da Flona dos Carajas, N5SM2-099 se destaca
por ser a Unica bat cave estudada. Além de obter uma abundancia significativa de
fungos encontrados no ar (297 UFC) e sedimento/guano (1.933 UFC), demonstrou uma
grande abundancia fingica no corpo de morcegos, apresentando 720 UFC. Estudos
relacionados com a micobiota em morcegos tendem a variar em relagdo a sua
abundancia, por exemplo, Cunha e colaboradores (2020) em uma caverna no Parque
Nacional do Catimbau, encontraram 105 UFC nos morcegos. A diferengca de valores
pode ser explicada pela quantidade de morcegos analisados, na caverna N5SM2-099
foram capturados o dobro de individuos, quando comparado com o outro estudo, além
da disponibilidade desses animais nas cavernas, seu habito alimentar e as caracteristicas
do ambiente que a caverna esté inserida.

A abundancia de fungos anemofilos também foi elevada nas cavernas estudadas,
tendo um destaque para a caverna S11D-0001 que apresentou um total de 308 UFC,
seguida pela bat cave N5SSM2-099 com 297 UFC. Estudos que relatam a abundancia de
fungos presentes no ar de cavernas mostram que o nimero de UFC no ar foi maior do
que o encontrado neste inventdrio. Por exemplo, Taylor e colaboradores (2013)
encontraram cerca de 800 UFC no ar de uma caverna neotropical em oito pontos de
coleta. Cunha e colaboradores (2020) obtiveram um total de 673 UFC do ar em quatro
pontos de coleta. Em outra caverna na Caatinga, o nimero de UFC do ar foi de 526 a
partir de trés pontos de coleta (Alves et al. 2022). As cavernas estudadas neste

inventario, foram analisadas de 2 até 4 pontos de coleta, sendo assim uma possivel
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explicagdo para o nimero inferior de UFC quando comparadas a outros estudos de
fungos do ar de cavernas no Brasil, além disso, por possuirem caracteristicas distintas
de cavernas da Caatinga, por exemplo, os fatores abidticos podem interferir na
dispersao de fungos pelo ar.

Apds o isolamento, foram identificados cerca de 900 fungos das seis cavernas
estudadas, sendo os fungos do ar de maior destaque de nimero de isolados, apesar de
nao ter apresentado um numero de UFC tdo elevado em comparacdo aos outros
substratos. Resultados semelhantes foram observados por Alves e colaboradores (2022)
que, apesar da abundancia ser maior no sedimento, o niimero de isolados total do ar foi
maior. O que pode explicar esse fato ¢ que nas diluigdes do sedimento utilizadas para
isolamento de fungos podem influenciar no nimero de colénias de um mesmo fungo,
sendo contabilizadas mas ndo isoladas. As cavernas N1-0174 e S11D-0001 foram as
detentoras em numero de isolados fingicos, ambas com 196.

As cavernas analisadas apresentaram géneros fungicos exclusivos, tanto para o
ar quanto para o sedimento, destacando a singularidade da micobiota de cavernas
ferruginosas. Até o momento foram identificados 75 géneros, sendo N4WS-006 (Vale
da Lua) a caverna com o maior quantitativo, possuindo 22 géneros. Do total, 13 foram
isolados apenas nela, como Amphinema, Inocybe, Lasiodiplodia, Monochaetia,
Plectosphaerella, Pseudopithomyces, Sebacina e Tritirachium encontrados no ar, e
Crynitomyces, Cyberlindnera, Schwanniomyces, Saitozyna e Sporothrix encontrados no
sedimento. Alguns desses géneros foram citados em ambientes cavernicolas fora do
Brasil, como Inocybe, Plectosphaerella, Pseudopithomyces e Sporothrix (Vanderwolf et
al. 2013; Zhang et al. 2017; Zhang et al. 2021), e no Brasil, como Tritirachium (Alves et
al. 2022).

Os géneros mais comuns para todas as seis cavernas, foram Cladosporium e
Penicillium, ambos s3o comumente relatados em ambientes cavernicolas (Cunha et al.
2020; Alves et al. 2022; Lima et al. 2024; Oliveira et al. 2024). O género Cladosporium
vem sendo citado nos achados em cavernas no Brasil em diversos substratos, incluindo
na descricdo de novas espécies. No trabalho realizado por Pereira e colaboradores
(2021) foi mostrada a riqueza desse gé€nero em uma caverna tropical localizada na
Caatinga, presentes no ar ¢ em ectoparasitas de morcegos, além disso, nesse estudo

foram relatadas duas novas espécies no complexo Cladosporium cladosporioides.

37



Fungos do género Penicillium também sdo muito encontrados em ambientes
cavernicolas, praticamente em todos os substratos. Nas cavernas da Flona dos Carajas
estudadas para elaboracdo deste inventario os dados obtidos foram os mesmos. Em
todas as seis cavernas ¢ em todos os substratos analisados foi possivel observar a
presenca de fungos desse género. Em uma revisdo sobre fungos em cavernas foi
possivel observar que o género Penicillium era o segundo mais frequente nos estudos
até aquele momento, sendo isolado em diversos substratos € em cavernas de diferentes
litologias (Vanderwolf et al. 2013). Em um estudo realizado tempos depois em cavernas
na China, foram encontrados 456 fungos do género Penicillium agrupados em 73
espécies, sendo considerado o mais frequente nessas cavernas (Zhang et al. 2020). Em
estudos de cavernas no Brasil, fungos desse género também sdo muito comuns,
associados a varios substratos como o guano, ar, sedimento e em ectoparasitos de
morcego (Cunha et al. 2020; Carvalho et al. 2022; Alves et al. 2022; Oliveira et al.
2024). Mais recentemente em cavernas da Caatinga, Lima e colaboradores (2024)
relataram uma riqueza de espécies de Penicillium incluindo uma nova espécie na se¢ao
Cinnamopurpurea. Até o momento, durante a identificagdo dos fungos nas cavernas da
Flona dos Carajas, a caverna N4WS-006 (Vale da lua) apresentou seis possiveis novas
espécies de Penicillium da se¢do Lanata-Divaricata, ressaltando a presenga marcante

desses fungos no ambiente cavernicola (manuscrito em revisao).

Aspergillus ¢ um género amplamente encontrado em cavernas, possuindo
algumas espécies com potencial patogénico e biotecnologico (Vanderwolf et al. 2013;
Rawat et al. 2017; Wang et al. 2018; Zhang et al 2022). Neste inventario a presenca do
género Aspergillus foi observada no ar e no sedimento/guano apenas na caverna
N1-0004, somente no ar nas cavernas S11D-0001 e N5SM2-99 e somente no
sedimento/guano nas cavernas N4WS-006 (Vale da lua) e N1-0174. Estudos de fungos
presentes no ambiente cavernicola mostram em seus achados muitas espécies de
Aspergillus tanto no ar quanto no sedimento (Taylor et al. 2013, 2014; Cunha et al.
2020, Alves et al. 2022; Lima et al. 2024) esses fungos geralmente sdo considerados
ubiquos e presentes também em outros ambientes externos participando de diversas
atividades ecologicas, também fazendo parte da biota presente em ectoparasitas de
morcego como as bat flies (Carvalho et al. 2022). Apesar de ser um género muito
numeroso em espécies, frequentemente em cavernas t€m sido relatadas novas espécies

de Aspergillus, como por exemplo Alves e colaboradores (2022) que descreveram nova
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espécie de Aspergillus na se¢do Cremei. Mais recentemente, Lima e colaboradores
(2024) mostraram a riqueza desse género presente em varios substratos de duas
cavernas na Caatinga, onde de 86 fungos, 34 pertenciam ao género Aspergillus que
posteriormente foram identificados em 18 espécies. Entre as espécies identificadas, duas
foram relatadas como novas espécies e receberam os nomes de Aspergillus alvaroi e A.

guanovespertilionum.

Alguns géneros de fungos encontrados nas cavernas da Flona dos Carajas podem
ser relatados como patdgenos oportunistas, como o género Aspergillus que pode causar
infecgdes oportunistas, motivo pelo qual o grupo estd na Classe de risco 2 (Brasil,
2022). Espécies de Aspergillus podem causar infecgdes em pacientes com algum tipo de
imunossupressao ou com fatores predisponentes, ocasionando uma aspergilose,
principalmente pulmonar, visto que a fonte de contdgio mais comum ¢ a via aérea por
inalagdo de conidios. Outro fungos conhecidamente oportunistas sdo leveduras do
género Candida, sendo responsaveis por grande nimero infec¢des fungicas, podendo
causar doengas oportunistas, superficiais ou invasivas principalmente em pacientes

imunocomprometidos (Richardson, 1991).

6. PRINCIPAIS DESAFIOS ENCONTRADOS

e I[solamento e preservacao, na colecdo de trabalho, de varios fungos cavernicolas
imediatamente apos a expedicdo, atividade que requer tempo e grande atengao
de toda a equipe;

e Identificagdo morfoldgica e molecular de fungos: dificuldade de crescimento e
de extragdo e amplificagdo de DNA de alguns isolados;

e Analise de grande nimero de dados dentro do prazo estabelecido para execugao
do projeto, devido ao inesperado grande nimero de fungos isolados. Atividades
taxondmicas de identificagdo de fungos requerem mais tempo para a curadoria,

processamento e publicacao dos dados.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo em seis cavernas ferruginosas da FLONA dos Carajas, foi
inventariada uma grande riqueza e abundancia de fungos cultivaveis (63 géneros e cerca
de 160 espécies), de hifomicetos de folhedo e de Unidades Taxonomicas Operacionais
(UTO) a partir de andlise metagendmica da regido ITS do rDNA, demonstrando a
expressiva presenca de espécies de fungos ndo cultivaveis, mas detectadas durante a

analise metagendmica (cerca de 503 géneros).

Durante a anélise dos dados, foi possivel observar que a comunidade de fungos
sofreu influéncia do substrato, fato este percebido tanto por técnicas dependente de
cultivo quanto por metagendmica, demonstrando que diferentes substratos devem ser
analisados em estudo de inventario de fungos cavernicolas. Além disso, também foi
possivel observar a diferenca no numero de espécies de fungos relacionadas com os
substratos, sendo o ar o que teve maior destaque/influéncia. A presenca de géneros
exclusivos em algumas cavernas como para a caverna N4WS-0067 (Vale da Lua)
refor¢a que a ocorréncia desses fungos possivelmente foi influenciada por fatores como

condi¢des ambientais, disponibilidade de nutrientes e interagdes bioldgicas.

Entre os géneros de fungos cultivaveis obtidos no nosso estudo, foi possivel
observar que os mais frequentes foram Aspergillus, Cladosporium e Penicillium, os
outros géneros foram obtidos com menos frequéncia, mas também contribuem com a
manutencdo do ambiente cavernicola. Outro fator extremamente importante ¢ a
possibilidade de descricao de novas espécies de fungos. Estdo sendo descritas novas
espécies de Penicillium e uma nova espécie de um género recentemente descrito
(Parahumicola) também esta sendo estudada a partir de material obtido do ar de uma
das cavernas. A nova espécie de Parahumicola apresenta a fase sexuada de um género
descrito apenas com base nas informacdes do anamorfo (fase assexuada), trazendo uma
novidade e redescri¢do do género de fungo com base no material coletado na FLONA

dos Carajés.

Para os dados obtidos das analises de metagenomica, destacou-se o filo
Basidiomycota entre os resultados obtidos. No nosso estudo, as andlises de
metagendmica foram cruciais para a verificacdo da presenca de fungos que nio foram
cultivados, inclusive da detec¢do de géneros com potencial patogénico de interesse para

a visitagdo de cavernas com potencial turistico, tais como os géneros Histoplasma e
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Rhinocladiella. Nossos dados revelam a importincia de compreender os riscos
associados aos fungos encontrados nas cavernas da Flona dos Carajas, especialmente
aqueles com capacidade de causar micoses oportunistas. O reconhecimento desses
fungos como agentes causadores de infec¢des em individuos imunossuprimidos ou com
fatores predisponentes ressalta a necessidade de medidas preventivas e de vigilancia,
ndo sendo por exemplo permitido a visitacdo por esse tipo de publico. Portanto, ¢
fundamental implementar estratégias de controle e monitoramento, assim como o uso de
EPIs, para mitigar os riscos de infecgdes fungicas, visando garantir a saude e seguranca

dos visitantes.

Em termos gerais, a maior parte dos fungos encontrados no solo dessas cavernas
desempenham fungdes benignas ou benéficas no ecossistema. Os fatores que limitam a
analise metagendmica da regido ITS do rDNA destacam a complexidade da analise em
amostras do solo e a necessidade de abordagens integradas para compreender
completamente a diversidade microbiana em um ambiente de caverna. E importante
reconhecer essas limitagdes ao interpretar os resultados de estudos metagenomicos e
considerar multiplas abordagens para entender a diversidade microbiana nesses

ambientes em especifico.
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