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RESUMO

As cavernas sdo cavidades naturais subterraneas acessiveis ao ser humano, que
abrigam uma grande biodiversidade. Sdo ecossistemas frageis e delicados,
caracterizados pela auséncia parcial ou total de luz. Apesar de suas caracteristicas
excepcionais, como baixa disponibilidade de nutrientes e temperatura e umidade
estaveis, as cavernas abrigam uma riqueza de organismos capazes de sobreviver em
tais condicbes, como os fungos. Diante disso, este estudo teve como objetivo
identificar as espécies de fungos presentes no ar da Caverna Abrigo do Letreiro, que
faz parte de um complexo de cavernas da Caatinga, localizada no Parque Nacional
da Furna Feia — RN. Além disso, fornecer dados micolégicos para a elaboracédo do
plano de manejo da caverna. A caverna foi tratada como uma Unica camara com trés
pontos de coleta a partir da entrada principal: ponto 1 (distante 5,7m da entrada), ponto
2 (5,2m) e ponto 3 (9,1m). Os fungos foram isolados por meio da exposi¢éo de placas
de Petri com meio de cultura e posterior incubacdo a 28 °C durante 7-14 dias no
escuro. Apos isso, foi contabilizado o numero de Unidades Formadoras de Colbnias
(UFC) e as colbnias selecionadas foram isoladas. A identificacdo foi realizada
utilizando dados morfoldgicos e analise filogenética de sequéncias de rDNA (ex. ITS,
LSU, TEF1-a, ACT, CAL e B-TUB). No total, foram obtidas 526 UFC, sendo o ponto 30
gue apresentou mais colbénias (UFC = 261), seguido pelos pontos 1 (UFC = 146) e

2 (UFC = 119). Foram selecionados 40 isolados, que foram identificados como
pertencentes a 13 géneros do filo Ascomycota e um género de Basidiomycota
(Sympodiomycopsis). O género Aspergillus foi o mais comumente relatado (nove
espécies), seguido por Cladosporium (trés espécies). A maior rigueza de fungos foi
observada no ponto 1. Do total de isolados (40), foram identificadas 25 espécies, das
quais, cinco foram consideradas como possiveis novidades taxondmicas dos géneros
Aspergillus, Lecanicillium, Malbranchea, Pseudohumicola e Talaromyces. Este estudo
demonstra o potencial das cavernas da Caatinga para a descoberta de uma riqueza
de fungos (conhecidos ou ndo), e contribui para que dados micoldgicos sejamincluidos
no plano de manejo das cavernas que também podem ser consideradas um“hotspots”

da diversidade de fungos no Brasil.

Palavras-chave: Ambiente cavernicola. Fungos do ar. Caatinga.



ABSTRACT

Caves are natural underground cavities accessible to humans, which harbor a great
biodiversity; these ecosystems are fragile and delicate, being characterized by the
partial or total absence of light. Despite their exceptional characteristics, such as low
nutrient availability and stable temperature and humidity, caves harbour a richness of
organisms capable of surviving in such conditions, such as fungi. Therefore, this study
aimed to identify airborne fungal species in the Abrigo do Letreiro Cave, which is part
of a complex of Caatinga caves, located in the Furna Feia National Park - RN. In
addition, this study also provide mycological data for the elaboration of the cave
management plan. The cave was treated as a single chamber with three collection
points from the main entrance: point 1 (distant 5,7m from the entrance), point 2 (5,2m)
and point 3 (9,1m). Fungi were isolated by exposing Petri dishes whit culture medium
and then incubating at 28 °C for 7-14 days in the dark. After that, the number of Colony
Forming Units (CFUs) was counted and the selected colonies were isolated.
Identification was performed by using morphological data and phylogenetic analysis of
rDNA sequences (e.g., ITS, LSU, TEF1-a, ACT, CAL and B-TUB). In total, 526 CFU
were obtained, with point 3 showing the greatest number of colonies (CFU = 261),
followed by points 1 (CFU = 146) and 2 (CFU = 119). We selected 40 isolates which
were identified as belonging to 13 genera of the phylum Ascomycota and one genus
of Basidiomycota (Sympodiomycopsis). The genus Aspergillus was the most
commonly reported (nine species), followed by Cladosporium (three species). The
greatest richness of fungi was observed at point 1. From the total of isolates (40), 25
species were identified, of which five (20%) were considered as possible taxonomic
novelties of the genera Aspergillus, Lecanicillium, Malbranchea, Pseudohumicola and
Talaromyces. This study demonstrates the potential of Caatinga caves for the
discovery of a richness of fungi (known or unknown), and contributes to mycological
data being included in the management plan of caves that can also be considered a

hotspots of diversity of fungi in Brazil.

Keywords: Cave environment. Airborne fungi. Caatinga.
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1 INTRODUCAO

As cavernas sao formacoes geoldgicas subterraneas que possuem caracteristicas
extremas para o desenvolvimento da vida (NORTHUP & LAVOIE, 2001). Apresentam
uma vasta comunidade bidtica bem como elementos climaticos, geologicos e
paleontoldgicos caracteristicos, 0 que as tornam visualmente atrativas para visitacoes

e principalmente para a realizacdo de estudos cientificos (LOBO & BOGGIANI, 2013).

Os fatores abidticos como a auséncia de luz e baixos niveis de carbono e
componentes organicos disponiveis geralmente sdo estaveis no interior das cavernas,
possuindo assim, poucos organismos fotossintetizantes, sendo assim, 0S recursos
organicos, geralmente, sdo de origem secundaria (HOWARTH, 1983; FERREIRA et
al.,, 2007; SCHNEIDER et al., 2011; SOUZA-SILVA et al., 2012). Apesar das
condicdes limitantes desses tipos de ambientes, diversos microrganismos conseguem
se desenvolver nesses locais e podem estar envolvidos em VAarios processos
geoldgicos que vao desde a deposicdo de espeleotemas ao alargamento das
cavernas (BARTON, 2006).

Os fungos sdo considerados organismos cosmopolitas, habitando ambientes
aquaticos e terrestres (PEAY, 2016), e também séo capazes de colonizar habitats que
apresentam condi¢cdes consideradas extremas para alguns organismos, como as
cavernas. Fungos possuem um papel fundamental na ecologia cavernicola
(FERREIRA et al., 2000; NIEVES-RIVERA, 2003; NOVAKOVA, 2009), participam da
ciclagem de nutrientes, além de serem fontes de recursos organicos para outros
organismos. De modo geral, as cavernas sdo consideradas como ambientes
oligotroéficos tipicos (BASTIAN et al., 2009) e consequentemente nesses locais ha o
desenvolvimento de fungos oligotroficos (JIANG et al., 2017). O ambiente cavernicola
apresenta poucas variacbes de temperatura e umidade, favorecendo o
desenvolvimento de fungos psicréfilos, como o Pseudogymnoascus destructans,
responsavel pela “white-nose syndrome”, doenga que acomete algumas espécies de
morcegos deixando-0s com o nariz esbranqui¢cado pela colonizacdo fungica (NJUS,
2014).

Nas cavernas, os esporos de diversos fungos podem ser levados de fora para
dentro ou o inverso pelas correntes de ar, até mesmo transportados pelos morcegos

e visitantes transitorios que podem levar consigo propagulos fungicos de uma caverna
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a outra. Além disso, pesquisadores que visitam cavernas para realizacéo de estudos,
podem carregar propagulos através dos equipamentos utilizados (ZHELYAZKOVA et
al., 2020). Contudo, a principal forma de dispersao dos fungos € pelo ar, ja que esses
organismos sao grandes produtores de esporos que séo carregados pela corrente de
ar e permanecem ativos no ambiente por longos periodos (LOBATO, 2009). Esses
organismos sao chamados de fungos anemdfilos pois apresentam dispersao aérea e
pertencem a diferentes espécies (FLORES & ONOFRE, 2010). A corrente de ar € o
principal mecanismo que influencia no numero e composicao de espécies de fungos
no ambiente cavernicola, sendo responsavel por trazer do ambiente externo

propagulos que se desenvolvem no ambiente hipogeo (OGOREK et al., 2013).

Alguns esporos de fungos que ficam em suspensao no ar, se porventura forem
inalados, podem causar doencas oportunistas ou até mesmo micose sistémica como
a histoplasmose (TAYLOR et al.,, 2009; VICENTINI et al., 2012). Sendo assim, o
estudo da micobiota é indispensavel no ambiente cavernicola para que seja elaborado
um plano de manejo que serve de guia para que outras atividades sejam realizadas
nesse local, A resolucdo do CONAMA 347/2004 define o conceito de cavidades
naturais subterraneas, bem como o conceito de plano de manejo e quais sdo as
autoridades responsaveis pela sua elaboracdo. O plano de manejo deve possuir
informacBes como a geologia, paleontologia, hidrografia, microclimatologia do local,
além de dados biéticos como a flora, fauna e organismos patégenos e nocivos, onde
podem estar incluidos os fungos (CECAV, 2008).

Devido a grande importancia que esses fungos apresentam, ndo apenas ha
ecologia cavernicola, mas também na micologia médica, diversos estudos foram
realizados sobre a micobiota de cavernas por todo o mundo (VANDERWOLF et al.,
2013). Mesmo possuindo um numero representativo de cavernas, o Brasil possui
poucos estudos publicados sobre a micobiota desses ambientes. O primeiro registro
de fungos cavernicolas no Brasil foi em 1963, com a identificacéo de leveduras do solo
de uma caverna no Rio de Janeiro (ROGERS & BENEKE, 1963). Com o passar dos
anos, outras cavernas em estados brasileiros também foram estudadas quanto a
presenca de fungos, revelando um potencial de diversidade fungica nesses ambientes
(CASTRILLON et al., 1976; FERREIRA et al., 2000; PEDRO & BONONI, 2007;
TAYLOR et al., 2009; TAYLOR et al., 2013; TAYLOR et al., 2014; PAULA et al., 2016;
FONSECA et al., 2017; HORNICK, 2017; CUNHA et al., 2020).
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O estudo mais recente publicado sobre fungos cavernicolas no Brasil foi
desenvolvido na Caatinga, onde foram isolados fungos do guano, ar e corpo de
morcegos da caverna Meu Rei, localizada no Parque Nacional do Catimbau,
Pernambuco (CUNHA et al., 2020). Foram identificados fungos dos géneros
Aplosporella, Aspergillus, Beauveria, Candida, Cladosporium, Curvularia,
Deniquelata, Diaporthe, Fusarium, Geosmithia, Gymnoascus, Humicola, Hypoxylon,
Meyerozyma, Myceliophtora, Nodidymella, Nothophoma, Ochroconis, Paecilomyces,
Paraconiothyrium, Paraphaeosphaeria, Penicillium, Phaeosphaeria, Polyschema,
Pupureocillium, Rhinocladiella, Sorocladium, Talaromyces, Rhodotorula, Sakaguchia,
Schizophyllum, Trametes e Rhizopus (CUNHA et al., 2020). Esses resultados foram
essenciais para tornar publico o conhecimento dos diferentes fungos que habitam

cavernas da Caatinga.

O nosso estudo objetivou investigar a riqueza de fungos cultivaveis no ar da
caverna Abrigo do Letreiro, localizada no municipio de Barauna/RN, no Parque
Nacional da Furna Feia — RN, e também fornecer dados para futura elaboracdo do
plano de manejo para visitagao turistica do local. Diante disso, nossa hipotese é de
que a caverna Abrigo do Letreiro abriga espécies raras de fungos ou ainda nédo
descritas para a ciéncia, considerando que as cavernas da Caatinga ainda sdo pouco
exploradas quanto a micobiota (ver CUNHA et al., 2020; PEREIRA et al., 2022).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Caracterizar morfologica e filogeneticamente os fungos presentes no ar da
Caverna Abrigo do Letreiro localizada no Parque Nacional da Furna Feia — RN e

fornecer dados micolégicos para a estruturagcédo do plano de manejo espeleoldgico.

1.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a rigueza de fungos cultivaveis presentes no ar da Caverna Abrigo do
Letreiro — Barauna/RN;

e Caracterizar os isolados com base na morfologia e utilizando técnicas de
biologia molecular;

e Posicionar filogeneticamente os isolados obtidos;

e Fornecer informacdes micoldgicas para a inclusdo no plano de manejo da

caverna.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ambiente cavernicola

O termo caverna vem do Latim cavus que na traducéo livre significa buraco.
Sendo assim, o conceito mais difundido para definir esses ambientes é que as
cavernas sao cavidades naturais em rochas abaixo da superficie do terreno que
permitam o acesso de seres humanos (PILO & AULER, 2013). Apesar de ser uma
definicdo superficial em relacdo a complexidade que esses locais oferecem, esse
conceito € o mais utilizado. Na otica cientifica, o conceito de caverna é um resultado
de diversas informacdes, incluindo desde a génese até as caracteristicas geologicas
(TRAVASSOS, 2019).

As cavernas podem ser classificadas de acordo com suas caracteristicas
fisicas e essa classificacdo pode variar de acordo com os aspectos analisados. Para
Bogli (1980) a classificacdo acontece de acordo com a génese (formacéo),
caracteristicas geologicas, tamanho e caracteristicas proeminentes. Na classificagao
pela formacao, as cavernas podem ser primarias ou secundarias, sendo as primarias
formadas simultaneamente com as rochas e as secundarias sédo formadas por forcas
externas e internas. A classificacdo geoldgica € baseada de acordo com o tipo de
rocha em que se desenvolvem, sendo observados os fatores de solubilidade, dureza
e resisténcia ao intemperismo e erosao. A classificacdo pelo tamanho é baseada pelo
mapeamento de sua estrutura, sendo uma consequéncia da exploracdo cientifica. A
classificagdo de acordo com caracteristicas proeminentes esta relacionada a
acontecimentos naturais, por exemplo, cavernas que alagam ou néo (BOGLI, 1980).

Independentemente do tipo de caverna, sabe-se que esses ambientes séo
habitados ha milhdes de anos, seja por animais, plantas ou microrganismos. Os seres
humanos também apresentam um historico significativo com as cavernas, e desde a
pré-historia ha registros de vestigios humanos que utilizavam o ambiente cavernicola
como abrigo ou esconderijo (MONTEIRO et al., 2019). Os primeiros hominideos
deixaram registros de expressdes das suas ideias através de pinturas rupestres, que
ser observadas dentro das cavernas, sendo esses locais as primeiras formas
primitivas de assentamentos humanos (CERVANTES, 2007).

A partir do surgimento das primeiras civilizacdes, as cavernas deixaram de ser

abrigos para seres humanos e tornaram-se refugios temporarios em ocasioes



15

esporadicas. Algumas religides utilizavam ou ainda utilizam as cavernas como
ambiente para realizacdo de cultos (GUIMARAES et al., 2011). O ambiente
cavernicola possui varios atrativos com potencial turistico, tais como os diversos tipos
de espeleotemas, pinturas rupestres, presenca de fésseis e outros elementos
arqueologicos (NOVAKOVA et al., 2012). Apesar de serem atrativos para
movimentacao turistica e econdémica local, as visitacdes nas cavernas podem causar
alteracfes na biodiversidade e no ambiente cavernicola e suas interacées (TRAJANO,
2000; JURADO, 2010).

As cavernas, de forma geral, apresentam um ambiente caracteristico com
poucas variacdes de condi¢des abidticas como luminosidade, temperatura e umidade
relativa do ar, entre outras condi¢gdes (LOBO & BOGGIANI, 2013). Os organismos que
sao especificos desses locais sdo denominados trogldbios, ocorrendo exclusivamente
em ambientes subterraneos e geralmente apresentando especializacdes adquiridas
ao longo da evolucdo em decorréncia do seu isolamento geogréafico nesse ambiente
(ZAMPAULO, 2015). Existem ainda os organismos troglofilos, que possuem
populacdes estabelecidas tanto no ambiente hipégeo (subterraneo) quanto no epigeo
(meio externo ou superficie), ndo sendo exclusivos de cavernas. Outros organismos
sdo os trogloxenos, que usam o ambiente subterraneo como abrigos temporarios e
necessitam do ambiente externo para completar seu ciclo de vida (HOLSINGER &
CULVER, 1988; MONTEIRO et al., 2019). Existe ainda uma quarta categoria que sao
0S organismos acidentais. Estes, ndo sdo capazes de estabelecer populacdes no
hipégeo, penetrando involuntariamente esses ambientes seja por forma ativa (quedas
ou através das entradas) ou passiva (correntes de agua ou vento), ndo sendo
considerados efetivamente cavernicolas, porém desempenham papéis importantes na
ecologia desse ambiente (ZAMPAULO, 2015).

A bioespeleologia busca conhecer os organismos que vivem no ambiente
subterraneo, com intuito de verificar como eles conseguem sobreviver nesses
ambientes, quais suas caracteristicas importantes e, sobretudo, busca a protecéo e
preservacdo desses organismos/ecossistemas (TRAJANO & BICHUETTE, 2006).
Para uma melhor compreensdo das particularidades do ecossistema subterraneo é
necessario conhecer as diferengas entre 0 ambiente hipdgeo e epigeo. O ambiente
hipogeo é dividido em trés zonas, denominadas zona de entrada, penumbra e afoética.
Esta divisdo € determinada pela distancia em relacdo ao ambiente epigeo,

considerando a diminuicdo gradativa da luminosidade e das flutuacbes de
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temperatura, além da distribuicdo da diversidade de organismos (TRAJANO &
BICHUETTE, 2006).

Em relacdo aos recursos alimentares, geralmente os nutrientes que entram nas
cavernas sdo mais abundantes na zona de entrada em comparagdo as zonas mais
profundas, o que favorece o desenvolvimento de uma maior diversidade bioldgica
(DODONOV et al., 2013). A zona de penumbra ou disfotica apresenta incidéncia
menor de luz e temperatura em relagéo a zona de entrada, mesmo assim, ainda possui
alguns organismos fotossintetizantes. A zona escura ou afotica apresenta auséncia
total de luz e estabilidade ambiental, geralmente a diversidade bioldégica é menor
guando comparada as demais zonas (MONTEIRO et al., 2019).

Apesar das dificuldades encontradas para se desenvolver nos ambientes
cavernicolas, muitos microrganismos ainda sobrevivem nesses locais e s&o
considerados agentes-chave na dindmica de fluxo de nutrientes (SIMON et al., 2007).
Além disso, as cavernas ainda guardam importantes informacfes sobre nossos
antepassados e sobre a geografia. Portanto, além da importancia ecoldgica e
espeleoldgica, apresentam importancia arqueoldgica e paleontoldgica, necessitando

de estudos voltados a sua conservacédo (RUCHKYS, 2007).

2.1.1 Cavernas no Brasil

O Brasil possui uma das maiores extensdes territoriais, e € reconhecido como
um dos paises mais diversos do mundo (LEWINSSOHN & PRADO, 2005;
MITTERMEIER et al., 1998). Por todo seu territério podemos encontrar diferentes
caracteristicas de fauna e flora que sdo relacionadas aos biomas que fazem parte de
sua biogeografia, possui clima predominantemente tropical, onde as esta¢des do ano
nao sao bem definidas (COUTINHO, 2016).

Os ambientes naturais, de forma geral, possuem alguns fatores bidticos e
abibticos que sao caracteristicos da regido onde estédo inseridos. Assim também se
estende aos locais onde sdo encontradas formacbes cavernicolas, sendo o0s
elementos bidticos e abioticos essenciais ha composicao espeleoldgica. Em relagcéo
aos fatores bioticos, algumas cavernas apresentam influéncias direta do ambiente
externo, tendo em vista que a superficie desses locais possui diferencas na vegetagéo
e composicdo da fauna visitante. Em relacdo a dinamica trofica, geralmente as

cavernas tropicais apresentam uma maior disponibilidade de nutrientes para suportar
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uma maior diversidade de espécies, permitindo uma rede tréfica mais complexa
(SILVA et al., 2011).

A relacéo carbono e nitrogénio disponivel no ambiente hipdgeo e epigeo é um
parametro determinante nas condigcbes extremas, e geralmente em cavernas
temperadas a diferenca na proporcao de carbono e nitrogénio desses dois ambientes
€ muito maior que em cavernas tropicais, sendo mais facilmente observadas
condicbes oligotroficas (PAULA, 2018). Além disso, ndo ha estudos suficientes sobre
a energia e nutrientes em cavernas tropicais correlacionando com a superficie, e deve-
se tomar cuidado ao classificar as cavernas tropicais como oligotroficas (PAULA,
2018).

Em relacdo aos fatores abioticos, destacam-se principalmente as bacias
hidrograficas, solos, biomas, geomorfologia e geologia. Esses fatores estao ligados a
formacdo de cavernas e vao influenciar diretamente nesses ambientes (JANSEN &
PEREIRA, 2014).

No Brasil, cerca de 9.997 cavernas estdo localizadas no bioma Cerrado o que
corresponde a mais de 46% das cavernas conhecidas no territorio brasileiro (Tabela
1), a Mata Atlantica e a Caatinga também se destacam no namero de cavernas. Por
outro lado, o Pampa e o Pantanal sdo os biomas que apresentam o menor nimero
(CECAV, 2020).

Tabela 1: Niumero de cavernas por biomas brasileiros.

Biomas Numero de cavernas
Cerrado 9.997
Mata atlantica 4.416
Caatinga 3.935
Amazonia 2.999
Pampa 37
Pantanal 12
Costeiro 109

Fonte: CECAV (2020).
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Grande parte do territorio brasileiro € composto por terrenos que Sao propicios
para a formacao de cavernas, o que mostra a importancia do patriménio espeleoldgico
no Brasil (JANSEN et al., 2012). E possivel observar uma grande diversidade de
rochas, como as siliciclasticas, ferruginosas, calcarias entre outras. De acordo com
dados do CECAYV (2020) das 15 unidades de rochas categorizadas, as carbonaticas
se destacam possuindo o maior numero de cavernas com mais de 50% da base de
dados.

Os registros de cavernas no territorio brasileiro datam de 1898 com 41 cavernas
listadas, desde entdo o0s numeros de descobertas Vvém aumentando
consideravelmente (Gréfico 1). Atualmente o Brasil possui cerca de 21.505 cavernas
registradas segundo um compilado de dados do Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacao de Cavernas (CECAV) sendo Minas Gerais o estado com maior nimero
de cavernas conhecidas (45,41%), seguido pelo Para (12,76%), Bahia (7,88%) e Rio
Grande do Norte (5,97%), todos os estados com potencial para aumento desses
nameros (CECAV, 2020).

Grafico 1: Numero de cavernas registradas no Brasil de 1898-2020.
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Fonte: CECAYV, 2020.

A regido Nordeste possui cerca de 4.165 cavernas conhecidas, sendo a maior
parte localizada na Bahia (1694) e no Rio Grande do Norte (1284). O Nordeste é uma

regido com diversas cavidades naturais subterraneas, as principais cavernas de
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importancia turistica ocorrem na regido da Chapada Diamantina. Outras cavernas se
destacam devido ao seu tamanho, por exemplo, a Toca da Boa Vista é considerada a
maior caverna do pais com 114 km de projecao horizontal, seguida pela Toca da
Barriguda (35 km), ambas localizadas em Campo Formoso/BA, além de outras como
a Lapa Doce (Iraquara/BA) e a Gruta do Padre (Santana e Santa Maria da Vitéria/BA)
(Rubbioli et al., 2019). Segundo Auler e Zogbi (2005), o Nordeste € uma regido

favoravel a descoberta de novas cavidades.

O Nordeste é caracterizado principalmente pela predominancia do bioma Caatinga
gue faz parte da chamada Diagonal seca da América do Sul, sendo reconhecida como
uma das florestas secas mais diversas do mundo (SILVA et al., 2017a). Na regido
Nordeste podemos encontrar a maioria das Bat caves, que s&o cavernas colonizadas
por milhares de morcegos (OTALORA-ARDILA et al., 2019) onde, consequentemente,

a disponibilidade de matéria organica € mais elevada devido a deposi¢do do guano.

No Rio Grande do Norte sdo observadas diversas formacdes cavernicolas, com
destaque para os municipios de Felipe Guerra (cavernas com potenciais atracdes
turisticas), Mossord e Barauna onde esta localizado o Parque Nacional (Parna) da
Furna Feia, contendo cerca de 206 cavernas catalogadas até o ultimo levantamento
(ICMBio, 2020).

A caverna Abrigo do Letreiro faz parte do complexo de cavernas localizadas no
Parna Furna Feia, que protege um dos maiores remanescentes de Caatinga no Rio
Grande do Norte, possui um elevado grau de conservacdo do bioma sendo uma area
significativa para o equilibrio do ecossistema regional. Além disso, o Parna Furna Feia
€ responsavel por proteger uma importante concentracdo de cavernas que ha
milhares de anos se encontram em constante processo de formacéo, guardando uma
grande diversidade de espeleotemas (ICMbio, 2020). A caverna Abrigo do Letreiro
(Figura 1) é uma das varias cavernas do Parna Furna Feia que estdo sendo
avaliadas/estudadas para visitagao turistica. Ao longo do caminho para a caverna,
pode-se observar diversas espécies nativas do bioma Caatinga, demonstrando a

relevancia da paisagem carstica em termos de valor ecologico (PEREIRA, 2006).

Figura 1: Caverna Abrigo do Letreiro, Parna Furna Feia, Rio Grande do Norte, Brasil
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Fonte: A autora (2022); Fotos de Bento (2020)

Essa caverna possui um atrativo diferencial, que sé&o as pinturas rupestres nas
paredes e em algumas partes do teto formando um letreiro, que justifica 0 nome da
caverna (Figura 2). As pinturas rupestres retratam um pouco da vida humana em um
periodo onde as cavernas serviam de abrigo para os seres da antiguidade,
acrescentando a caverna Abrigo do Letreiro uma importancia arqueolégica. Ainda nao
ha estudos detalhados, mas acredita-se que essas pinturas estejam associadas a
Tradicdo Agreste, com possivel variedade, tipo ou tendéncia geométrica (ALVES &
MEDEIRQOS, 2020). A Tradicao Agreste esta fortemente presente na regido Nordeste
do Brasil, e os grupos humanos dessa tradicdo estdo associados a cacadores-
coletores, que partilhavam de um clima semelhante ao atual, h4 cerca de 5.000 anos
(MARTIN, 2005).

Figura 2: Pinturas rupestres presentes nas paredes e no teto da caverna Abrigo do Letreiro, Parna

Furna Feia, Rio Grande do Norte, Brasil
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Fonte: A autora (2022)

Para que seja possivel a visitacao, estdo previstas algumas intervencdes na
caverna Abrigo do Letreiro para viabilizar o acesso do publico, até mesmo das
pessoas com necessidades especiais de locomocdo. Vale ressaltar que todas as
intervencgdes sao pautadas em um planejamento que minimize os impactos ambientais
(ALVES & MEDEIROS, 2020).

A paisagem carstica brasileira pode apresentar aspectos cénicos,
paleontoldgicos, arqueolégicos e geomorfolégicos que se tornam atrativos para
visitagdo (MONTEIRO et al., 2019), porém, as cavernas necessitam de um estudo
elaborado e um plano de manejo que torne a experiéncia da visitacao turistica e

seguranca, inclusive do ponto de vista biolégico.
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2.2 Fungos anemdfilos

Bioaerossois sdo particulas de origem biolégica que ficam suspensas no ar e
que podem ser de diversos organismos como virus, bactérias, cistos de protozoarios,
pélen, fungos, entre outros (CAVINATTO, 1991). A origem dos bioaerossois pode ser
natural ou em decorréncia de atividades antropicas no meio ambiente (GODISH,
2004). Podem variar em tamanho, morfologia, massa, composicdo quimica,
densidade e propriedades quimicas e fisicas (ESMANHOTO, 2010).

Os fungos filamentosos se destacam entre o0s “poluentes” bioldgicos
atmosféricos. Esses microrganismos possuem diversas formas de disseminacédo de
esporos, seja de forma ativa ou passiva, com propagulos reprodutivos dispersos
principalmente por correntes de ar e que se mantém viaveis por longos periodos
(STRAUSZ, 2001). Os esporos sao carregados desde poucos centimetros a até
quildmetros de distancia e ao encontrar condicdes favoraveis, ddo origem a um novo
individuo. Estima-se que cerca de 20% das emissdes primarias de aerossol organico
sejam de particulas fungicas (ELBERT et al., 2007; HEALD & SPRACKLEN, 2009).

Os fungos que sédo encontrados no ar sdo conhecidos como “fungos
anemofilos” e alguns possuem importancia médica, sendo a causa principal dealergias
ou infec¢des fungicas em hospedeiros imunocompetentes e imunocomprometidos
(LIN et al., 2001; PITMAN et al., 2011). Os esporos fungicos sdoabundantes no ar
atmosférico e alguns sdo aero alérgenos que, quando sdo inalados podem
desencadear alteracdes respiratdrias, tais como asma, rinite e sinusite (ARAUJO et
al., 1999; BELMIRO, 2012). Além disso, podem causar micoses sistémicas, como a
histoplasmose, que afeta os pulmbes e é ocasionada pela inalagdo de elevadas
quantidades de esporos do fungo Histoplasma capsulatum (TAYLOR et al., 2009;
VICENTINI et al., 2012). Por outro lado, algumas espécies podem causar alergias (ex.
Cladosporium spp.) ou infec¢des oportunistas (ex. Aspergillus spp.) (ZOPPAS et al.,
2012; SILVA, et al., 2017b). Todavia, a manifestagcdo das doencas pela exposi¢cao a
esses propagulos depende de diversos fatores, tais como composicdo quimica,
guantidade de particulas inaladas e o local onde se depositam no sistema respiratorio
(PANTOJA et al., 2007).

Entre os principais fungos filamentosos encontrados no ar estao os dos géneros

Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Curvularia, Fusarium, Penicillium e Neurospora



23

(CABRAL, 2010; MARTINS, 2016). Estes fungos, além de terem potencial como
causadores de doencas (animais e plantas), contaminarem alimentos e outros
substratos e atuarem na decomposicdo da matéria organica, também possuem
espécies relatadas com potencial biotecnoldgico (VIRIATO, 2014; VISAGIE et al.,
2014). Alternaria é considerado fungo saprofitico ou fitopatogénico, apresenta hifas
demaceas, septadas e com numerosos conidios (SIDRIM et al., 2004). Além de ser
um fungo de importancia alergénica, ha relatos desse fungo como agente causal de
lesbes cutaneas, doencgas pulmonares e infecgdes no septo nasal (ZOPPAS, 2005).
O género Aspergillus € comumente encontrado no ar de diversos ambientes e &
conhecido por causar processos alérgicos, principalmente as espécies A. fumigatus,
A. flavus, A. terreus, A. niger e A. oryzae (HAWKSWORTH, 2011). Esses fungos
produzem uma grande quantidade de conidios que penetram facilmente nos seios
paranasais e no sistema respiratorio, podendo desencadear alergias ou infeccoes
principalmente em pacientes com o sistema imunoldgico afetado (SIDRIM & ROCHA,
2004). Espécies do género Cladosporium sdo uma das mais citadas em estudos de
monitoramento de fungos anemofilos, esses fungos séo facilmente dispersos pelo ar
devido aos seus conidios serem de tamanho reduzido (MARTINS, 2016). Geralmente
sao fungos saprofiticos, mas, séo relatados em associacdo com plantas e, em alguns
casos, como agentes causadores de micoses (GUGNANI et al., 2006; MARTINEZ-
HERRERA et al., 2015).

Fungos do género Curvularia possui uma larga distribuicdo, mas sé&o
principalmente encontrados em paises tropicais e subtropicais, sdo naturalmente
saprofiticos, mas algumas espécies ja foram relatadas como oportunistas e podem
causar sinusites, micetomas e feohifomicoses (SIDRIM et al., 2004). Fusarium & um
género de fungo relatado principalmente como fitopatdgeno, além disso, Fusarium
moliniforme produz uma micotoxina no milho que, ao ser consumido por animais
podem causar sérias danos, inclusive a morte (MARTINS, 2016). Representantes
desse género podem causar micoses, atingindo tecidos superficiais e profundos
(OLIVEIRA et al., 2017).

Os fungos pertencentes ao género Penicillium sdo ubiquos, encontrados em
diversos substratos e hospedeiros com distintas condicbes ambientais. Apresentam
um rapido crescimento e producdo de muitos conidios semelhantes aos fungos do

género Aspergillus. Raramente, espécies de Penicillium estdo associadas a patologias
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clinicas, no entanto, sdo altamente contaminantes e produtores de micotoxinas,
afetando por exemplo a producdo de frutos citricos (YAHYAZADEH et al., 2008).
Outros fungos do género Neurospora séo considerados saprofiticos e a espécie mais
conhecida é Neurospora crassa devido ao seu uso em estudos genéticos, bioquimicos
e fisiologicos (MAGALHAES, 2004). Sdo organismos que geralmente ndo s&o
patogénicos aos animais ou plantas (RADORF, 2004).

Apesar da importancia médica que os fungos anemofilos apresentam, cerca de
87% dos propagulos presentes no ar ndo causam patologias ao ser humano, 10% séo
oportunistas e dependem das condicbes do hospedeiro para o desenvolvimento de
uma doenca e apenas 3% sdo considerados patogénicos (BROOKS et al., 1998).
Esses fungos filamentosos sdo conhecidos por produzirem uma gama de metabolitos
secundarios além das micotoxinas, que sdo substancias quimicas que podem causar
doencas em outros organismos (HENDRY & COLE, 1993).

De forma geral, hd uma preocupacdo de se verificar a presenca de fungos
anemdfilos em ambientes com grande transito de pessoas (REGO & SANTOS, 2015).
Algumas cavernas, por exemplo, apesar de ndo serem um ambiente com alto fluxo de
pessoas, esporadicamente recebem visitantes e pesquisadores que acabam se
expondo a potenciais riscos existentes devido a probabilidade de haver fungos
patogénicos ou causadores de doencas oportunistas (VICENTINI et al. 2012). A
ocorréncia de fungos anemafilos no ambiente pode também ser usada como indicador
microbiolégico do grau de contaminacdo desse local, tornando o conhecimento da

micobiota anemofila indispensavel (MELO et al., 2004).

A presenca de fungos anemdfilos em um ambiente é fortemente influenciada
pelas condi¢bes abidticas como temperatura, umidade relativa do ar, iluminagao,
precipitacdo pluviométrica, direcdo e velocidade das correntes de ar, presséo
barométrica e estacfes climaticas que podem mudar a composi¢ao da aeromicobiota
de um determinado local (SIDRIM, 2004;). Nas cavernas podemos observar poucas
variacdes de condi¢Bes abiodticas ao longo do ano, sendo assim, € de extrema

relevancia a investigacao da aeromicobiota de um ambiente com essa caracteristica.

2.3 Fungos em cavernas



25

Os fungos séo relatados em cavernas desde 1741 (DOBAT, 1967), mas o
conhecimento limitado ndo permitia a compreensao da diversidade fungica e os papéis
desempenhados por eles nos ambientes subterraneos. Os microrganismos que
conseguem se desenvolver no ambiente hipégeo possuem adaptacdes metabdlicas
que compactuam com as caracteristicas abioticas das cavernas (ZAMPAULO, 2010).
As especializacfes adquiridas para a sobrevivéncia nessehabitat podem ser fatores
limitantes para o isolamento e manejo desses organismos in vitro, consequentemente
0 conhecimento e documentacédo se torna um desafio (KOCH, 2001) que tem sido
minimizado com a utilizacdo de técnicas moleculares parao estudo de microrganismos

no ambiente cavernicola (ORTIZ et al., 2014).

Apesar das dificuldades encontradas na identificacdo e no estudo dos fungos
cavernicolas, alguns dados foram publicados revelando a sua especial micobiota
(VANDERWOLEF et al., 2013). Foram investigadas varias cavernas em diversospaises,
com destaque para a China, que nas ultimas décadas tem realizado um numero
significativo de estudos para a investigacdo da micobiota cavernicola e descricdo de
novas espécies (ZHANG et al., 2017; ZHANG et al., 2021). Em outros paises, por
exemplo, foram isolados fungos tolerantes a alcalis em cavernas no Japao(NAGAI,
1998), e diversas cavernas foram investigadas na india (KOILRAJ et al., 1999) e na
Eslovaquia (NOVAKOVA, 2009).

O ambiente cavernicola em diversos paises tem sido amplamente investigado
quanto a sua micobiota, o que tem mostrado um alto potencial de diversidade fungica
com cerca de 2.000 espécies agrupadas em mais de 550 géneros (VANDERWOLF et
al.,, 2013; ZHANG et al., 2017; CUNHA et al.,, 2020; ZHANG et al.,, 2021) que
recentemente foram conhecidos como originados do ambiente externo (ZHANG et al.,
2018). Na revisao realizada por Vanderwolf et al. (2013), os autores mostraram alguns

exemplos de fungos que foram isolados exclusivamente de cavernas (Tabela 2).

Tabela 2: Fungos exclusivos de cavernas segundo a revisdo de Vanderwolf et al. (2013)
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Taxon

Referéncia

Aspergillus baeticus

Novakova et al. (2012)

Aspergillus spelunceus

Raper & Fennell, 1965; Marvanova et al.
(1992)

Aspergillus thesauricus

Novakova et al. (2012)

Chrysosporium chiropterorum

Beguin et al. (2005)

Chrysosporium speluncarum

Novakova & Kolarik (2010)

Microascus caviariformis Malloch & Hubart (1987); Vanderwolf et al.
(2013)
Gunde-Cimerman et al. (1998)
Martin-Sanchez et al. (2012)
Martin-Sanchez et al., 2012
Lagarde, 1913
Sugita et al. (2005)

Sugita et al. (2005)

Sugita et al. (2005)

Sugita et al. (2005)

Mucor troglophilus

Ochroconis anomala

Ochroconis lascauxensis

Ombrophila speluncarum

Trichosporon akiyoshidainum

Trichosporon cavernicola

Trichosporon chiropterorum

Trichosporon chiropterorum

Fonte: A autora, adaptado de Vanderwolf et al. (2013)

Outros fungos, por exemplo, Acaulium caviariforme, Aspergillus baeticus e
Aspergillus thesauricus, possuem suspeitas de serem fungos troglébios obrigatorios,
ou seja, com adaptacBes para sobrevivéncia exclusiva no ambiente cavernicola,
porém sao necessarias mais investigacées para determinar a origem evolutiva desses
fungos (ZHANG et al., 2018).

Apesar de o Brasil possuir um vasto patrimonio espeleologico, os estudos da
micobiota flngica nesses ambientes ainda sdo escassos e relativamente recentes
(FERREIRA et al., 2000; TAYLOR et al., 2009; TAYLOR et al., 2013; PAULA et al.,
2016). Um dos mais recentes estudos de fungos em cavernas no Brasil foi realizado
por Cunha et al. (2020), que estudaram uma bat cave em area de Caatinga no Parque
Nacional do Catimbau. Os autores relataram 59 taxons distribuidos em Ascomycota
(50 taxons), Basidiomycota (oito taxons) e Mucoromycota (um taxon), sendo uma

riqueza de 23 taxons no ar (especialmente Aspergillus spp.) (CUNHA et al., 2020).
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Os fungos cavernicolas podem ser transitérios ou residentes. Os residentes se
alimentam dos nutrientes que estdo dispostos nas cavernas e 0s transitérios se
desenvolvem a partir da disponibilidade de outras fontes de nutrientes oriundas do
ambiente epigeo (PAULA, 2014). Os compostos organicos entram nas cavernas
através de fatores externos como correntes de ar, fluxo de agua, seres humanos e
outros animais que frequentam o local (BARTON & NORTHUP, 2007; ENGEL, 2007)
trazendo consigo detritos organicos e folhas dos vegetais que se tornam disponiveis,

além de carcagas de animais em decomposicgéo.

Nas bat caves, o guano presente, a depender da alimentacdo desses
mamiferos, se torna fonte de nutrientes para o desenvolvimento de fungos (OGOREK,
2016). No estudo de CUNHA et al. (2020) foi demonstrado um maior niumero de UFCs
(Unidade Formadora de Colbnias) fangicas no guano ndo fresco de morcegos
insetivoros e hematéfagos enquanto que no guano fresco de morcegos frugivoros o
namero de UFCs foi menor. No entanto, nem todos os fungos conseguem assimilar
0s nutrientes do guano. Além disso, outro dado preocupante € o isolamento de fungos
do guano que séo considerados patogénicos e causadores de micoses sistémicas em
seres humanos a partir da inalacdo de esporos (ex. Histoplasma capsulatum)
(TAYLOR et al., 2009; VICENTINI et al., 2012). Outro exemplo, € a “sindrome do nariz
branco” causada pelo fungo Pseudogymnoascus destructans (BLEHERT & GARGAS)
MINNIS & D.L. LINDNER) que afeta morcegos e traz danos para a comunidade
cavernicola e consequentemente para o ambiente natural principalmente em cavernas
temperadas (NJUS, 2014).

Geralmente sdo relatados no ambiente cavernicola espécie dos géneros
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Paecilomyces, Acremonium, Chrysosporium,
Laboulbenia, Rhizopus, Chaetomium e Cunninghamella (VANDERWOLF et al., 2013).
Além desses e daqueles fungos de importancia médica, ja foram isoladas espécies
dos géneros Cladosporium, Curvularia, Neurospora e Geotrichum (NIEVES-RIVERA
et al., 2009). Em carcacas de morcegos ja foram encontradas espécies dos géneros
Fusarium, Mortierella, Mucor, Neocosmospora e Trichoderma (KARUNARATHNA et
al., 2020).

A distribuicdo dos fungos no ambiente cavernicola ndo ocorre de forma
uniforme, pois é altamente influenciada pela susceptibilidade dos hospedeiros e

presenca de substratos, aléem das condi¢cbes abibticas, como por exemplo a
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disponibilidade de agua, umidade, temperatura, correntes de ar e animais
(VANDERWOLF et al., 2013). Geralmente, os fungos cavernicolas podem ser
encontrados em diversos substratos, como 0 guano de morcegos, cadaveres de
pequenos mamiferos ou animais que adentram as cavernas e morrem, espeleotemas,
rochas e minerais, dgua e vestigios vegetais (NOVAKOVA, 2009; SOUZA-SILVA et
al., 2012; VANDERWOLF et al., 2013; PROUS et al., 2015).

O papel dos fungos no ambiente cavernicola ndo difere muito do que se pode
observar no ambiente externo. No ambiente hipdgeo, os fungos realizam ciclagens de
nutrientes, servem como fonte nutricional para outros organismos e participam de
forma crucial na cadeia alimentar desse ambiente (PEDRO & BONONI, 2007). Além
do seu papel na rede tréfica das cavernas, os fungos podem ser considerados como
agentes causadores de mudancas geoldgicas em cavidades naturais subterraneas
devido a sua capacidade de biodeterioracéo de rochas e minerais (BURFORD et al.,
2003).

Apesar dos esfor¢os dos grupos de pesquisa, devido a grande quantidade de
cavernas existentes em todo o mundo, a compreensdo da micobiota presente nas
cavernas ainda é limitada, necessitando de mais investigacées com foco nos fungos

gue habitam esses locais.

2.3.1 Fungos cavernicolas no Brasil

Os primeiros fungos isolados de cavernas brasileiras datam da década de
1960, limitando-se a poucos organismos isolados do solo de uma caverna no Rio de
Janeiro (ROGERS & BENEKE, 1963). Anos depois, Castrillon et al., (1976) estudaram
0 solo de uma gruta em Manaus e relataram a presenca de alguns géneros de fungos,
incluindo um fungo dermatdéfito raro (Microsporum amazonicum, atualmente
Arthroderma amazonicum (MORAES, BORELLI & FEO) Y. GRASER & de HOOG),
sendo este o primeiro registro desse fungo isolado de solo.

A partir dos anos 2000, outros estudos foram realizados para tomar
conhecimento dos fungos habitantes de cavernas no Brasil. Grande parte dos estudos

foram realizados na regido Sudeste do pais, principalmente em Minas Gerais e S&o
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Paulo, e poucos realizados na regido Nordeste (Tabela 3) (FERREIRA et al., 2000;
PEDRO & BONONI, 2007; TAYLOR et al., 2013; TAYLOR et al., 2014; PAULA et al.,

2016; FONSECA et al., 2017; HORNICK, 2017; CUNHA et al., 2020).

Tabela 3: Fungos isolados em cavernas no Brasil.

Fungo Local Substratos/Hospedeiros Referéncias
Candida albicans, C. Rio de Sol Rogers &
olo
neoformans Janeiro Beneke 1963
Cephalosporium sp., mycelia
sterilia, Penicillium sp.,
Verticillium sp., Aspergillus sp., Castrillén et
_ _ Amazonas Solo
Cuninghamella sp., Fusarium al. (1976)
sp., Geotrichum sp.,
Microsporum amazonicum
Candida blankii, Candida .
] ) ] ) Ferreira et
rugosa, Candida krusei e 43 Minas Gerais Guano
_ o al. (2000)
fungos filamentosos néo citados
Tomentella sp., Marasmius sp.,
Schizophora paradoxa,
Hyndnopoliporus palmatus, . _ Pedro &
o Séo Paulo Diversos )
Hypochinicium punctulatum, Bononi, 2007
Clavaria sp., Tremella sp.,
Hypochinicium analagum
Aspergillus caespitosus, A.
candidus, A. clavatus, A. flavus,
A. japonicus, A. niger, A. niveus,
A. ochraceus, A. restrictus, A.
sclerotiorum, A. sydowii, A.
_ . _ _ Taylor et al.
ustus, A. versicolor, A. wentii, Minas Gerais Ar e guano
(2013)

Calcarisporium sp.,
Chaetomium sp., Cladosporium
cladosporioides, C. herbarum,
Curvularia sp., Emericella
rugulosa, Eurotium amstelodani,
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Fusarium oxysporum, F. solani,
Geotrichum sp., Gliocladium
roseum, Purpureocillium
lilacinum, Paecilomyces variotii,
Penicillium brevicompactum, P.
chrysogenum, P. citrinum, P.
decumbens, P. expansum, P.
glabrum, P. griseofulvum, P.
islandicum, P. oxalicum, P.
pinophilum, P. purpurogenum,
P. simplicissimum, P. solitum, P.
thomii, P. variabile, Trichoderma

viride, Mucor sp., Rhizopus sp.

Acremonium, Aspergillus,

Cladosporium, Fusarium,

Geotrichum, Paecilomyces, Minas Gerais, Sol Taylor et al.
olo
Purpureocillium, Penicillium, Brasil (2014)
Torula, Trichoderma, Mucor,
Rhizopus
Aspergillus sp., Penicillium sp.,
o _ _ Paula et al.
Scopulariopsis, Talaromyces, Bahia, Brasil Solo
: . (2016)
Trichoderma, Purpureocillium
. Centipedes
. Séo Paulo, _ Fonseca et
Amphoromorpha / Basidiobolus _ (Geophilomorpha,
Brasil . al. (2017)
Geophilidae)
_ Minas Gerais, ) Hornick,
Sagenomella stratispora _ Cavernas ferruginosas
Brasil 2017
Aplosporella, Aspergillus
bertholletiae, Aspergillus cf.
sesamicola, Aspergillus cf.
tubingensis, Aspergillus cf.
B _ Ar, guano e corpo de Cunha et al.
wentii, Aspergillus ochraceus, Pernambuco
morcegos (2020)

Aspergillus sydowii, Aspergillus
westerdijkiae, Beauveria
bassiana, Candida orthopsilosis,

Candida parapsilosis, complexo
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Cladosporium C.
sphaerospermum, complexo
Cladosporium C.
cladosporioides, Curvularia sp.,
Deniquelata quercina, Diaporthe
sp., Fusarium sp., complexo F.
fujikuroi, Geosmithia carolliae,
Gymnoascus dankaliensis,
Humicola cf. seminuda,
Hypoxylon sp., Meyerozyma cf.
caribbica, Myceliophthora sp.,
Neodidymella thailandicum,
Nothophoma sp., Ochroconis cf.
musae, Paecilomyces cf.
formosus, Paraconiothyrium
archidendri,
Paraphaeosphaeria, Penicillium
citrinum, Penicillium
guaibinense, Penicillium sp. 1
secao Lanata-Divaricata,
Penicillium sp. 3 se¢éo
Brevicompacta, Phaeosphaeria
musae, Polyschema sp.,
Purpureocillium cf. lilacinum,
Rhinocladiella similis,
Sarocladium terricola,
Talaromyces allahabadensis,
Talaromyces section
Talaromyces, “Chondrostereum
sp.”, Irpex cf. lacteus, Kwoniella
cf. dendrophila, Rhodotorula cf.
mucilaginosa, “Rigidoporus sp.”,
Sakaguchia sp., Schizophyllum
commune, Trametes villosa,

Rhizopus arrhizus
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Cladosporium
pernambucoense,
Cladosporium cavernicola,
Cladosporium
austrohemisphaericum, Pereira et al.
Cladosporium parahalotolerans, Pernambuco Ar (2022)
Cladosporium puris,
Cladosporium
sphaerospermum,
Cladosporium subuliforme,
Cladosporium tenuissimum

Fonte: A autora (2022)

Apesar da existéncia desses relatos em cavernas no pais, 0s estudos
relacionados a micobiota cavernicola no Brasil ainda séo escassos, tendo em vista a
quantidade de cavernas existentes no territério brasileiro. E necessario investigar a
riqueza fangica nas cavernas brasileiras para repensar sua conservacédo, tendo em
vista que diversas cavernas sdo pontos turisticos e acabam sofrendo impactos
antrépicos (TAYLOR et al., 2013). Entre os possiveis impactos que podem sergerados
no ambiente cavernicola podemos destacar o enriqguecimento do ambiente com
matéria organica e inorganica gerada pelos visitantes; pisoteamento da fauna, flora e
microbiota compactacdo do solo e alteracdo da composicdo da biodiversidade
cavernicola (PULIDO-BOSCH et al., 1997; BARTON, 2006; BARTON & NORTHUP,
2007; TAYLOR et al., 2013).

No Brasil, principalmente na regido Nordeste do pais, h& poucas informacdes
sobre fungos que habitam as cavernas (CUNHA et al., 2020; PEREIRA et al., 2022),
necessitando de mais estudos para a compreensao da diversidade fungica nesses
ambientes e também para ressaltar a rigueza de organismos que podem ser
encontrados nas cavernas. Através de estudos micolégicos também é possivel

justificar a importancia da conservacao desses ambientes no Brasil.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

A caverna Abrigo do Letreiro esta localizada no Parque Nacional da Furna Feia
(5°4’14,88”S e 37°32’1,51”0), que fica entre os municipios de Barauna e Mossoro,
estado do Rio Grande do Norte, na regido Nordeste do Brasil (Figura 3). O Parna
Furna Feia foi criado em 2012 e corresponde a uma area de preservagédo do complexo
espeleoldgico e da conservacdo da biodiversidade da Caatinga e ecossistemas

subterraneos. Possui aproximadamente 8.494 ha de area e 25.322 ha de Zona de

Amortecimento, totalizando 33.816 ha (Brasil, 2012).

Figura 3: Localizacdo geogréafica do Parque Nacional da Furna Feia - RN, Brasil.
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O clima da regiao é do tipo BWh'’ (arido e quente) segundo a classificagéo de
Koppen (DUBREUIL et al., 2018). A regido € caracterizada por forte insolagdo com
temperaturas altas durante todo o ano (média de temperatura anual: 27,5° C),umidade

relativa de aproximadamente 70% e precipitacdo anual em torno de 673,9
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mm (ICMBio, 2020). Por estar localizado em regido semiarida, o Parna Furna Feia
possui vegetacdo de Caatinga hiperxerofila caducifélia que tem como caracteristica
possuir vegetacao de porte menor e predominantemente arbustiva e, que num certo
momento do ano, perde suas folhas. Quanto a fauna, no Parna Furna Feia foram
identificadas 31 espécies de mamiferos, 176 de aves e 16 de invertebrados troglobios
(exclusivamente subterraneos), sendo 14 endémicos. Existem outros organismos que
foram identificados no Parque e que estdo ameacados de extincdo, como os rivulideos
(peixes de 4gua doce), felinos e os morcegos Furipterus horrens e Natalus macrourus
(ICMBio, 2020).

O Parna Furna Feia possui um complexo de cavidades naturais frageis e
delicadas com 206 cavernas mapeadas até o momento, sendo a Furna Feia a maior
de todas e que deu origem ao nome do Parque (ICMBio, 2020). Além da maior caverna
do Parque, existem outras de grande importancia ecoldgica e espeleoldgica, como a

caverna Abrigo do Letreiro.

A caverna Abrigo do Letreiro (05°02'57"S e 37°32'17"W) esta localizada no
Parque Nacional da Furna Feia, Rio Grande do Norte, e, mesmo sendo chamada de
abrigo (quando a altura da entrada da cavidade € maior que seu desenvolvimento), a
formacao é de uma caverna pois apresenta um desenvolvimento maior que a altura
da entrada (ALVES & MEDEIROS, 2020). Essa caverna ndo possui areas totalmente
aféticas, recebendo influéncia do ambiente externo em praticamente todo seu
comprimento (Figura 4); seu hipégeo € caracterizado por um largo saldo no qual ha
passagens de correntes de ar. Ao lado da entrada principal, a caverna apresenta um

saldo anexo de menor dimenséo onde abriga uma pequena comunidade de morcegos.
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Figura 4: Visdo do centro da caverna Abrigo do Letreiro com a observacéo da luminosidade

do ambiente externo.

Y.",'r -
A (ans .
NG 22T =

R, »O -

e i et

Fonte: A autora (2022)

A caverna Abrigo do Letreiro possui um destaque especial que é a presenca de
uma espécie vegetal, o mulungu (Erythrina velutina Willd.), muito comum em &reas de
Caatinga. O mulungu pode ser observado ao centro da caverna pois se desenvolveu
numa porc¢ao onde ha uma claraboia, que ficou conhecida como claraboia do mulungu
(Figura 5), essa estrutura nada mais é que uma fenda no teto da caverna que
proporciona ao hip6geo uma maior incidéncia de luz e conexao com o epigeo. Além
da importancia ecoldgica e espeleoldgica, possui varios painéis de pintura rupestre
com tradicdo geométrica e estilo simbolista distribuidos ao longo de paredes e teto da
caverna (BENTO, 2013).



Figura 5: Visdo geral da caverna Abrigo do Letreiro, da claraboia do mulungu e Erythrina

velutina Willd. (mulungu)

Fonte: Autora (2022)
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A caverna é formada por uma Unica cavidade de aproximadamente 64 m de
projecdo horizontal e desnivel total de 0,6 m, altitude de 154 m, litologia de calcéario,
possui duas entradas em suas extremidades com uma claraboia proxima ao centro
(SOBRINHO et al., 2016). A morfologia da caverna Abrigo do Letreiro facilita o fluxo
de ar com o meio externo, indicando que é uma cavidade de alto nivel de energia
(HEATON, 1986).

As cavernas da regido, assim como a Abrigo do Letreiro, fazem parte do
surgimento da plataforma carbonatica Jandaira, com o posterior processo de diluicdo
de carbonatos mais suscetiveis em seu interior, deram origem a sua formacéo (ALVES
& MEDEIROS, 2020). Sendo assim, a caverna Abrigo do Letreiro apresenta alto valor
cientifico por demonstrar processos da evolucéo carstica de superficies em excelentes

condic¢des de observagéo.

3.2 Coleta

A coleta dos fungos foi realizada utilizando a metodologia de sedimentacdo em
meio de cultura contidos em placas de Petri (gravity settling culture plate method). O
ambiente da caverna foi considerado uma Unica camara, a distancia dos pontos foi
determinada em relagdo a entrada da caverna e indo em dire¢cdo ao fundo, para
observacdo da comunidade fungica em toda extensdo da camara. A camara Unica da
caverna foi dividida em trés pontos (Figura 6): o primeiro préximo da entrada (5,7 m)
um ambiente anexo mais isolado do restante da caverna; o segundo (5,2 m da

entrada); e o terceiro ponto mais ao fundo da caverna (9,1 m da entrada).

Figura 6: Mapa topogréafico da caverna Abrigo do Letreiro com a representac¢@o dos pontos de coleta.

Sendo os codigos SP01, SP02 e SP03 representando os pontos de coleta.
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Em cada ponto foram abertas trés placas de Petri de 90 mm contendo meio de

cultura Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (80 mg/L). As placas foram

posicionadas equidistantes umas das outras (Figura 5), a 1 metro do chao da caverna

por 20 minutos (CUNHA et al., 2020).

Figura 7: Pontos de coleta na cdmara da caverna. a. Ponto 1, b. Ponto 2, c. Ponto 3. As placas foram

posicionadas cerca de 1 metro de distancia uma da outra.
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Fonte: A autora (2022); Fotos de Bento (2020).

ApoOs a exposicao, as placas foram fechadas, identificadas e embaladas, em
seguida foram levadas ao laboratério. As placas foram incubadas a 28 °C por até 14
dias no escuro, sendo observadas todos os dias para a verificagao do surgimento das

colbnias fungicas.

3.3 Isolamento, purificagdo e identificagdo dos fungos

As colbnias fungicas que surgiram foram contadas, sendo determinado o

namero de Unidade Formadora de Coldnia (UFC) por placa. As colonias que
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apresentaram morfologias distintas, foram subcultivadas usando o meio Agar
Sabouraud acrescidos com cloranfenicol (80 mg/L) para restringir o crescimento de
bactérias e incubadas nas mesmas condi¢cbes anteriores. Apos a confirmacédo da
pureza, fragmentos das colbnias fangicas foram retirados e transferidos
separadamente para tubos de preservacao com capacidade de 2 mL contendo 1,8 mL
de solucéao de glicerol a 30% para preservacao dos isolados.

Para analise das caracteristicas macroscopicas das coldnias, os isolados foram
cultivados em meios de cultura especificos a depender do género de acordo com a
literatura. De forma geral, os meios de cultura utilizados foram BDA, CZ, CYA, CYAs,
DG18, CREA, MEA, AO, SNA e YES. As placas foram incubadas por até 14 dias, a
28 °C no escuro e apos o crescimento, foi observado: aspecto, superficie, presenca
ou auséncia de exsudato e pigmentos sollveis, cores do anverso, reverso e diametro
das colénias. Para analise das caracteristicas microscopicas, observadas em
microscopia de luz, foram realizadas cultura em lamina, onde os isolados foram
cultivados por sete dias a 28 °C em meio de cultura especifico para cada género. A
andlise das caracteristicas morfologicas baseou-se em literatura especializada, Pitt
(1991), Domsch & Gams (1993), Samson & Frisvald (2004), Bensch, Braun & Crous
(2012), Damm, Cannon & Crous (2012). A partir dessa etapa, de acordo com 0s
géneros de fungos identificados, foi possivel estabelecer os marcadores moleculares

(incluindo primers) para serem utilizados na amplificacédo e sequenciamento do rDNA.

3.4 Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

Para a realizacéo das inferéncias filogenéticas utilizando sequéncias de rDNA,
a biomassa dos isolados foi obtida a partir do cultivo dos isolados em placas de Petri
com meio de cultura Agar Sabouraud mantidas a 28 °C por até cinco dias no escuro.
O micélio foi transferido para microtubos de 2 mL com tampa de rosca, acrescidos de
quatro esferas de vidro com 3 mm de diametro e 600 pl da solucdo Nuclei Lisis Solution
do Kit de extragdo de DNA gendmico da Promega (Wizard Genomic DNA Purification
Kit) para melhor maceracéo das células fungicas, utilizando o equipamento L-Beader

6 (Loccus), os passos seguintes foram de acordo com o protocolo do fabricante do kit.
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Para a amplificacdo dos marcadores especificos do DNA foram utilizados os
primers ITS1 e ITS4 (WHITE et al.,1990) para ITS rDNA, Bt2a e Bt2b (GLASS &
DONALDSON, 1995) para tubulina (TUB2), CMD5 e CMD6 (HONG et al. 2006) para
calmodulina (CAL), EF-728F e EF-986R (CARBONE & KOHN, 1999) para fator de
alongamento da traducao (TEF1), ACT-512F e ACT-783R (CARBONE & KOHN, 1999)
para actina (ACT) e RPB2-5f2/fRPB2-7cR (LIU et al., 1999; SUNG et al., 2007)para
subunidade da RNA polimerase Il (RPB2), a depender dos géneros conforme a
indicacao da literatura (ex. Bt2a e Bt2b juntamente com CMD5 e CMD6 para os
géneros Aspergillus e Penicillium; EF-728F e EF-986R juntamente com ACT-512F e
ACT-783R para o género Cladosporium).

Os produtos da amplificacdo por PCR foram analisados em gel de agarose a
1% preparado em tampao TAE 1X. Em microtubos foram misturados 2 pL do produto
da extracdo ou da PCR com 2,0 uL de Gel Green (Biotium) e, entdo, aplicados nos
pocos do gel. Para a estimativa do tamanho dos fragmentos de DNA, as amostras
foram analisadas ao lado do marcador de tamanho 1 kb. A eletroforese foi conduzida
a 100V, 500 mA por 20 minutos em solugdo TAE 1X. Os géis foram analisados e
fotografados em transiluminador de luz UV.

Os produtos de PCR foram purificados com as enzimas EXO + SAP (Alkaline
Phosphatase/Exonuclease 1) (Cellco, Brasil) conforme as orientacfes do fabricante e
encaminhados para sequenciamento na Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento
de DNA do Centro de Biociéncias da UFPE utilizando os mesmos primers utilizados

durante a amplificacdo (PCR).

3.5 Alinhamento das sequéncias e analises filogenéticas

As sequéncias obtidas das amostras foram editadas no programa MEGA v.7
(KATOH & STANDLEY, 2013) e as sequéncias consenso comparadas utilizando a
ferramenta BLASTn do banco de dados GenBank do NCBI. As analises filogenéticas
foram realizadas utilizando as sequéncias obtidas neste estudo juntamente com as
sequéncias de referéncia obtidas na base de dados GenBank, seguindo os artigos
com tratamento taxondmico de cada género (ex. SARROCCO et al., 2015; WANG et
al.,, 2019; HOUBRAKEN et al., 2020; PONIZOVSKAYA et al., 2020; ZHANG et al.,
2021). As sequéncias selecionadas foram alinhadas com as obtidas neste estudo



42

usando a ferramenta online MAFFT v.7 e editadas manualmente usando MEGA v.7.
Inicialmente, para inferir uma relacéo filogenética para as sequéncias obtidas, o banco
de dados foi organizado por grupos de fungos (ex. género, géneros da mesma
familia/ordem ou secdes de Aspergillus, Penicillium e Talaromyces) gerando 26
alinhamentos de sequéncias, que foram analisados independentemente usando
analise de maxima verossimilnanca (ML) (dados ndo mostrados). Com base nas
analises iniciais e para mostrar a relacdo filogenética das sequéncias geradas, o
alinhamento geral de sequéncias de ITS do rDNA foi utilizado para construir a arvore
ML utilizando sequéncias do GenBank (ITS = 52) e as sequéncias obtidas neste
estudo (ITS = 19, representando os géneros identificados) utilizando o programa
RAXML-HPC BlackBox (8.2.12) (STAMATAKIS, 2014) na plataforma CIPRES Science
Gateway (MILLER et al., 2010) utilizando as configuracfes estabelecidas. Sequéncias
de outros genes foram analisadas para grupos especificos de fungos (ex. actina para
Cladosporium — dados ndo mostrados). A arvore filogenética resultante foi visualizada
no software FigTree (RAMBAUT, 2009). As sequéncias obtidas estdo sendo
depositadas no GenBank e alinhamento no TreeBASE.
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4. RESULTADOS

4.1 Abundancia de fungos anemdfilos da Caverna Abrigo do Letreiro

A abundancia de fungos anemdfilos da caverna Abrigo do Letreiro foi
determinada com base no numero de Unidades Formadoras de Coldnias em cada

ponto amostral (Tabela 4).

Tabela 4 - Unidades formadoras de col6nias obtidas em cada ponto (P1, P2 e P3) da camara da

caverna Abrigo do Letreiro, RN-Brasil.

UFCs DO AR DA CAVERNA ABRIGO DO LETREIRO

Placa 1 Placa 2 Placa 3
Ponto 1 56 53 37
Ponto 2 28 38 53
Ponto 3 61 100 100

Fonte: A autora (2022)

Das amostras coletadas do ar da caverna, foram obtidas 526 Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) sendo o ponto 3 o que apresentou 0 maior nimero,
onde as placas 2 e 3 apresentaram pouco mais de 100 UFC. Desse total, foram
isolados 40 fungos que apresentaram morfologias distintas nas placas de Petri, sendo

38 fungos filamentosos e duas leveduras.

4.2 Riqueza de fungos anemofilos da Caverna Abrigo do Letreiro

Com base na identificagdo morfolégica e na analise filogenética das sequéncias
de DNA, os isolados foram agrupados em 14 géneros pertencentes a 2 filos
(Ascomycota e Basidiomycota), sendo o filo Ascomycota o mais abundante. A analise
das sequéncias de DNA obtidas da regido ITS do rDNA dos isolados foi utilizada para
verificagdo do posicionamento filogenético das espécies, porém, outros marcadores

também foram utilizados (ex. B-tubulina, Calmodulina, LSU, TEF1, Actina e RPB2).
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Apés a edicao das sequéncias, compara¢do no banco de dados GenBank do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) e analises filogenéticas (Figura 8) foi
possivel identificar os 40 isolados como pertencentes a 25 espécies (Tabela 4). O

ponto 1 apresentou uma riqueza de 12 tdxons, seguidos pelo ponto 3 (sete taxons) e

0 ponto 2 (seis).

Figura 8: Arvore de maxima verossimilhanca obtida utilizando sequéncias de ITS do rDNA de
representantes de fungos anemofilos isolados da caverna Abrigo do Letreiro - RN, Brasil. Valores de
suporte maiores que 85% sao mostrados préximo dos nés. Representantes de Sympodiomycopsis

paphiopedili foram utilizados como grupo externo. Isolados obtidos nesse estudo estdo na cor verde

78 1 Penicillium guanacastense JP NJ2
Penicillium guanacastense DAOM 239912

Penicillium guanacastense As3 15350

Penicillium viticola JCM 17636

19 peniciflium sclerotiorum NRRL 2074

Penicillium mallochii DAOM 239917

os| Aspergillus chrysellus NRRL5084

85  Aspergillus dimorphicus NRRL3650

98 Aspergillus dimorphicus NRRL35052

Aspergillus europeaus CCF4409

100
81 Malbranchea abolutea UAMH2846
9 Malbranchea chinense CGMCC319572
Malbranchea conjugata CBS24758

Malbranchea thaxteri UAMH3912
Talaromyces pratensis Y2HJWP102

- 73
10100F{0 Talaromyces pinophilus S6
Talaromyces stollii SFI F 17

Leptosphaerulina chartarum CBS 329 86
Ascochyta herbicola CBS 629 97

Neodidymelliopsis longicolla CBS 382 96
Phoma herbarum CBS 616.75
Phomatodes aubrietiae CBS 383 67
85 Alternaria arborescens CBS 102605T

724 Alternaria longipes CBS 540 94
100} Alternaria alternata CBS 916 96T

Alternaria jacinthicola CBS 133751T

] Edenia gomezpompae LCM 957 01

100{ Candida spencermartinsiae CBS10894
| Candida atlantica SF| F1
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—{ A% 88l Cladosporium tenuissimum XCSY3
Cladosporium vignae CBS12125

100| Cladosporium xanthochromaticum CPC22239
Cladosporium xanthochromaticum CBS126364

99 97 Cercospora apii FAEII23
83 f

80| Cercospora citrullina C2015
100| Cercospora beticola HI TB 070
78 g9~ Cercospora canescens Cer12 18
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Fonte: A autora (2022)

O género Aspergillus foi o mais representativo do filo Ascomycota com nove
espécies, estando presente em todos os pontos amostrais, seguido pelo género
Cladosporium (3 espécies). O filo Basidiomycota foi representado apenas por um
taxon (Sympodiomycopsis paphiopedili). Outros géneros que sao normalmente
relatados como fungos anemofilos em cavernas também foram obtidos (ex. Penicillium

e Talaromyces).

Além dos géneros citados, também foram encontrados isolados da familia
Cordycipitaceae (também relatado como fungo entomopatogénico), fungos
fitopatogénicos (Cercospora e Lasidiodiplodia) e fungos queratinofilicos
(Malbranchea). No ponto 2 também foi isolado um representante de Candida, uma
levedura de importancia médica. No ponto 3 foi encontrado um representante de
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Edenia que € principalmente associado com plantas e possui importancia

biotecnoldgica (Tabela 5).

Tabela 5: Riqueza das espécies [presenca (P) e auséncia (A)] de fungos anemofilos da caverna

Abrigo do Letreiro, RN, Brasil.

Géneros de fungos Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
Ascomycota
Alternaria jacinthicola A A P
Aspergillus A A P
brunneoviolaceus
Aspergillus sp. secéo A A P
Cremei
Aspergillus cf. niger A P A
Aspergillus dimorphicus A P A
Aspergillus germanicus A P A
Aspergillus neoniger P A A
Aspergillus stellatus P A A
Aspergillus sydowii P A A
Aspergillus tubingensis A P A
Candida sp. A P A
Cercospora vignigena P A A
Cercospora aff. P A A
Canescens
Cladosporium P A A
oxysporum
Cladosporium A A P
tenuissimum
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Cladosporium P A A
xanthocromaticum
Edenia gomezpompae A A P
Lasidiodiplodia A P P
iranensis
Lecanicillium sp. P A A
Leptosphaerulina sp. A P A
Malbranchea sp. P A A
Penicillium A P A
guanacastense.
Pseudohumicola sp. P A A
Talaromyces sp. Secdo P A A
Talaromyces
Basidiomycota
Sympodiomycopsis P A A
paphiopedili

Fonte: A autora (2022)

Dentre os 40 isolados obtidos neste estudo, cerca de 20% estdo sendo
descritos como possiveis novas espécies; estas cinco espécies pertencem aos
géneros Aspergillus, Lecanicillium, Malbranchea, Pseudohumicola e Talaromyces,
demonstrando o potencial da area estudada para a descoberta e descricdo de

novidades taxondmicas.
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4.3 Taxonomia

Nesta secdo estdo incluidas as descricbes morfolégicas de cinco possiveis
novas especies de fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Lecanicillium,
Malbranchea, Pseudohumicola e Talaromyces, que foram obtidas durante o estudo de
fungos anemofilos da Caverna Abrigo do Letreiro, RN, Brasil. As cores das col6nias
foram avaliadas usando os gréaficos de Rayner (1970). Acido latico (60-80%) foi usado
como fluido de montagem das laminas e etanol 96% foi usado para remover 0 excesso
de conidios. Para a andlise microscopica, pelo menos 15-30 estruturas reprodutivas

foram analisadas para a descri¢cdo de cada nova espécie.

Aspergillus sp. Figura 9.

Material examinado: Brasil, estado do Rio Grande do Norte, Parque Nacional de
Furna Feia, caverna Abrigo do Letreiro, 5°4'14.88"S e 37°32'1.51"W, como fungo
aéreo, 5 de marco de 2020, V.C.S. Alves e D. M. Bento. Isolado F32.

Caracteristicas das culturas (25°C, 7 dias no escuro):

MEA: 26—27 mm didametro; micélio branco a “Buff’ (45); colonias centralmente
elevadas, ndo sulcadas, coldnias de textura algodonosa, margens inteiras, auséncia
de escleroécios, esporulacdo pobre, conidios em massa indeterminada, exsudatos e
pigmento soluveis ausentes; reverso cor “Saffron” (10). CYA: 27-28 mm diametro;
micélio cor branco a “Buff’ (45), centro ligeiramente elevado, radialmente sulcado,
colonias de textura algodonosa, margens inteiras e regulares, esclerédios ausentes,
esporulacdo pobre, conidios em massa indeterminada, exsudatos e pigmento solaveis
ausentes; reverso cor “Primrose” (66). YES: 39—-41 mm de diametro; micélio branco,
colbnias centralmente crateriformes, radialmente sulcadas, colonias de textura
algodonosa, margens inteiras e regulares, auséncia de esclerdcios, esporulagédo
esparsa, conidios em massa determinada cor “Cinnamon” (62), exsudatos e pigmento
soluveis ausentes, reverso cor “Ochreous” (44). OA: 14—15 mm de diametro; micélio
branco a “Buff’ (45), colonias centralmente elevadas (convexa), ndo sulcadas,
colénias de textura algodonosa, margens inteiras e regulares, auséncia de
esclerécios, esporulagdo pobre, conidios em massa indeterminada, exsudato e

pigmentos solluveis ausentes; reverso cor “Primrose” (66). CYAS: 39-40 mm de



49

diametro; micélio branco, colbnias elevadas (convexas), ndo sulcadas, coldnias de
textura algodonosa, margens inteiras e regulares, auséncia de esclerdcios,
esporulagcado esparsa, conidios em massa determinada cor “Buff’ (45), exsudatos e
pigmentos soluveis ausentes; reverso cor “Saffron” (10). CREA: ligeiramente positivo
para producdo de &cido. Colénias a 30 °C, 7 dias no escuro: MEA: 20-21 mm de
didmetro; CYA: 22-23 mm de didmetro; nenhum crescimento foi observado a 37 °C e
10 °C.

Conidioforos bisseriados, estipes hialinos, de parede lisa, asseptado as vezes
septados, ocasionalmente mais longos, 558-604,5(930) x 8-13,5 um; vesicula
globosa (algumas vezes subglobosa) 16—40,5 ym; métulas em forma de cunha
ocasionalmente septadas 13,5-16 x 5-5,5 ym; fialides ampuliforme (7,5) 8-8,5 x (4,5) 5—
5,5 ym. Conidios globosos, pigmentados de amarelo a amarelo-marrom, com paredes
lisas a rugosas 2,5-4,5 uym. Células de Hille e esclerédios ausentes. Morfologia

sexuada nao observada.

Notas: Sequéncias de ITS, TUB2, CAL e RPB2 do isolado Aspergillus sp. F32
apresentou 97-98% de identidade com Aspergillus europeaus (HUBKA et al., 2016)
nas buscas via BLASTn e nas analises filogenéticas, também apresentou proximidade
com outras espécies de Aspergillus secdo Cremei. Aspergillus sp. F32 difere
macromorfologicamente de A. europeaus por apresentar colonias de textura
algodonosa, esporulagao pobre, reverso das coldnias de cor “Saffron”, e auséncia de
pigmentos soluveis em MEA, enguanto que em A. europaeus, as colénias tém uma
textura granular, a esporulacdo ocorre em quase toda a superficie da colbnia, o
reverso das colonias é amarelo a amarelo brilhante e ha producdo de pigmentos
sollveis amarelos. Ja no meio CYA, as colbnias de Aspergillus sp. F32 apresentaram
baixo crescimento (27-28 mm de diametro) e textura algodonosa, enquanto as
colénias de A. europaeus eram maiores (32—-45 mm de diametro) e texturas
aveludadas a flocosas. Além disso, Aspergillus sp. F32 apresenta fraca producédo de
compostos acidos no CREA, enquanto A. europeaus apresenta uma producao
intensiva (Hubka et al. 2016). Micromorfologicamente, Aspergillus sp. F32 difere de A.
europaeus por apresentar estipes maiores (300-750 x 7-15 ym em A. europeaus e
558-604,5 x 8-13,5 ym em Aspergillus sp. F32). A vesicula em A. europeaus é

piriforme ou globosa, enquanto que em Aspergillus sp. F32 é globosa e
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ocasionalmente subglobosa. Os conidios em Aspergillus sp. sdo globosos,
pigmentados e ligeiramente menores (2,5-4,5 uym) e em A. europaeus 0s conidios sdo de

formas variaveis, incolores quando jovens e pigmentados com a idade, além de serem

ligeiramente maiores (3,5-5 x 3—-4,5 uym).

Figura 9: Culturas de Aspergillus sp., isolado F32. A 25°C no escuro por 7 dias nos meios de cultura
MEA, CYA, CZ, YES e CYAs, verso e reverso; OA e CREA (A). Conidi6foros (B-G); conidios (H).
Escalas: B =100 ym, C-E =50 uym, F-G =25 uym, H = 10 ym.

Fonte: A autora (2022)

Lecanicillium sp. Figura 10.

Material examinado: Brasil, estado do Rio Grande do Norte, Parque Nacional de
Furna Feia, caverna Abrigo do Letreiro, 5°4'14.88"S e 37°32'1.51"W, como fungo
aereo, 5 de marco de 2020, V.C.S. Alves e D. M. Bento. Isolado E34.

Caracteristicas da cultura (25°C, 2 semanas, no escuro):
BDA: 74-76 mm de diam., micélio de cor branca, colbnias centralmente
elevadas, ndo sulcadas, textura algodonosa, margens inteiras e regulares, exsudatos

e pigmentos solUveis ausentes. Reverso branco a creme. OA: 70-72 mm de diam.,
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micélio de cor branca, colbnias centralmente elevadas, ndo sulcadas, textura
algodonosa, margens inteiras e regulares, exsudatos e pigmentos sollveis ausentes.
Reverso de cor creme para “Straw” (46). SNA: 74—76 mm de diam., micélio de cor
branca, colbnias centralmente elevadas, nao sulcadas, textura algodonosa, margens
inteiras e regulares, exsudatos e pigmentos sollveis ausentes. Reverso branco a

creme. Esporulacdo em 7-10 dias.

Hifas septadas, hialinas e lisas, 1-2 pum. Conidioforos longos, retos, mais largos
na base e afinando em direcédo a ponta, semimacronematoso ou pouco diferenciado
com células conidiogénicas dispostas solitarias ou em 2-4 verticilos. Células
conidiogénicas fialidicas, discretas, mais largas na base e afinando gradualmente em
direcdo a ponta, reto a ligeiramente flexuosa, terminal e lateralmente nos conidiéforos,
mono ou polifialidica, proliferando simpodialmente, e formando uma estrutura tipo
raque na regido superior, com mdultiplos denticulos, produzindo cadeias solitarias ou
curtas de conidios,10-18,5 x 1,0-1,5 ym. Conidios secos, elipsoides a ligeiramente

fusiformes, apices agudos, lisos, asseptados, hialinos, 2—4,5 x 1,5-2 ym.

Notas: Sequéncias de ITS, TEF1 e RPB2 do isolado Lecanicilium sp. E34
apresentaram 94,8-98% de identidade, via BLASTn, com Lecanicillium psalliotae.
(ZARE & GAMS, 2001). Morfologicamente, Lecanicillium sp. E34 difere de L. psalliotae
por ndo apresentar macroconidios e possuir apenas microconidios menores (2—4,5 x
1,5-2 ym em Lecanicillium sp. E34 e 2,7-3,7 x 1-1,5 ym em L. psalliotae). Além disso,
Lecanicillium sp. E34 apresenta maior crescimento em meio de cultura (ex. BDA: 74—

76 mm de diam. para Lecanicillium sp. E34 e 24-47 mm de diam. para L. psalliotae).

Figura 10: Lecanicillium sp. Isolado E34. A 25°C no escuro por 14 dias nos meios de cultura BDA, OA
e SNA verso e reverso (A). Conidiéforos com conidios (B-F); conidios (G, H). Escala 10 ym.
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Fonte: A autora (2022)

Malbranchea sp. Figura 11.
Material examinado: Brasil, estado do Rio Grande do Norte, Parque Nacional de
Furna Feia, caverna Abrigo do Letreiro, 5°4'14.88"S e 37°32'1.51"W, como fungo

aéreo, 5 de marco de 2020, V.C.S. Alves e D. M. Bento. Isolado E27.

Caracteristica das culturas (25°C, 4 semanas no escuro):
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BDA: 65—67 mm diam., micélio de cor “Ochreous” (44), colbénias centralmente
elevadas, ndo sulcadas, textura aveludada, margens lobadas e irregulares, nenhum
exsudato e pigmentos soluveis observados. Reverso cor “scarlet” (5) para laranja (7).
OA: 63-65 mm de didmetro, micélio cor “Ochreous” (44) a “Apricot” (42), colbnias
planas, ndo sulcadas, textura aveludada, margens lobadas e irregulares, exsudato
hialino e abundante, pigmentos soluveis ausentes. Reverso cor “sienna” (8) para
laranja (7). SNA: 29-30 mm de didmetro, micélio de cor “Ochreous” (44) a “Saffron”
(10), coldnias planas, nao sulcadas, textura algodonosa, margens lobadas e rizoides,
nenhum exsudato e pigmentos soluveis observados. Reverso cor “Saffron” (10) para

“Ochreous” (44). Esporulacdo em 10-14 dias.

Hifas hialinas, septadas, 1-1,5(-2,0) um de largura. Teleomorfo: Ascoma
abundante, solitario ou em aglomerados, globoso, branco no inicio e tornando-se
marrom-alaranjado na maturidade, (232)251-325(335) pum de diametro. Hifas peridiais
asperas, de paredes espessas, septadas, marrom-palidas, ramificadas formando um
reticuloperidium, terminadas por uma projecao em forma de espinho, com 2,0-6,5 um
de largura. Apéndices com ponta curva, lisos, asseptados, 456-576(688) x 3,0-4,5
um. Asco com 8 esporos, globoso, hialino, 5,5-6,5 um. Ascésporos globosos a
subglobosos, de paredes lisas a rugosas, 2,5-3,5 x 2,0-2,5 um. Morfologia assexuada

nao observada.

Notas: Sequéncias de ITS, LSU, TUB2, TEF1 e RPB2 de Malbranchea sp. E27
apresentam 92-96% de identidade, via BLASTn, com Malbranchea chinense (ZHANG
etal., 2021) com o qual também apresentou relacéo filogenética. Malbranchea sp. E27
difere morfologicamente de M. chinense por apresentar maior crescimento das
coldnias nos meios de cultura testados (BDA: 18-23; OA: 18-23; SNA: 21-25 mm de
diam. em M. chinense; e em Malbranchea sp. E27: BDA: 65-67; OA: 63—65; SNA: 29—
30 mm de diametro). Além disso, em M. chinense foi observado apenas a morfologia
assexuada, enquanto que em Malbranchea sp. E27 foi observada apenas a morfologia

sexuada.
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Figura 11: Malbranchea sp. E27. 25°C no escuro por 4 semanas nos meios de cultura BDA, OA, SNA
verso e reverso (A). Ascomas (B); Ascoma gimnotécio (C); Reticuloperidium de parede aspera com
espinhos terminais (D); apéndice (E, F); ascos com ascoscoporos (G); ascosporos (H). Escalas: B =

300 ym, C =50 ym, D =10 ym, E-F =50 ym. G-H = 10 pm.

Fonte: A autora (2022)

Pseudohumicola sp. Figura 12.

Material examinado: Brasil, estado do Rio Grande do Norte, Parque Nacional de
Furna Feia, caverna Abrigo do Letreiro, 5°4'14.88"S e 37°32'1.51"W, como fungo
aéreo, 5 de marcgo de 2020, V.C.S. Alves e D. M. Bento. Isolado E21.

Caracteristicas das culturas (25°C, 2 semanas no escuro):

BDA: 34-35 mm de diam., micélio branco a “Rosy vinaceous” (58), colénias
elevadas centralmente, sulcadas radialmente, textura algodonosa, margens inteiras e
regulares, exsudatos e pigmentos soluveis ausentes. Reverso “Rosy vinaceous” (58)
a “Buff’ (45). OA: 29-30 mm de diam., micélio de cor branca, colénias centralmente
crateriformes, ndo sulcadas, textura algodonosa, margens inteiras e regulares,
exsudato e pigmentos solUveis ausentes. Reverso cor “Saffron” (10). SNA: (25)30-32

mm de diam., micélio de cor branca, colonias centralmente elevadas, ndo sulcadas,
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textura algodonosa, margens filiformes, exsudatos hialinos, pigmentos solaveis

ausentes. Reverso cor “Buff’ (45).

Hifas de hialinas, septadas, ramificadas e tortuosas, 1,0-3,0 um de largura. Células
conidiogénicas fialidicas cilindrica a ampuliforme, 4,5-7,5 x 1,5-3,0 um. Conidios
globosos a subglobosos, em cadeias ou cabecas limosas, gutulados, 2,0-3,0 x 1,0—
1,5(2,0) um. Clamidésporos globosos ocasionalmente subglobosos, intercalar e

terminal, ocasionalmente em cadeias, 5—7 um. Morfologia sexuada ndo observada.

Notas: Baseado nas buscas BLASTn, sequéncias de ITS, TUB2 e RPB2 de
Pseudohumicola sp. E21 apresentaram 87-97% de identidade com Humicola
subspiralis e Humicola artrobrunnea que recentemente foram introduzidas em um
novo género denominado Pseudohumicola (Wang et al., 2022). Filogeneticamente,
Pseudohumicola sp. est4d relacionada com Pseudohumicola pulvericola e
Pseudohumicola semispiralis. Macromorfologicamente, Pseudohumicola sp. E21
difere de P. pulvericola por ter um maior crescimento no meio de cultura OA (51-57
mm de diametro) e MEA (46-52 mm de diametro) e de P. semispiralis (OA: 36—42 mm
de didmetro, produzindo um pigmento soltvel de cor “Ochreous” a “Umber”; MEA: 39—
45 mm de diametro, produzindo um pigmento soltvel). Micromorfologicamente,
Pseudohumicola sp. difere de P. pulvericola que tem conidios maiores e de paredes
espessas (2,5-4 x 1-2(-2,5) um) e conidiéforos/células conidiogénicas maiores (13—
30 x 1-3 pm). Pseudohumicola sp. difere principalmente de P. semispiralis por seu
anico morfo sexual conhecido e producao de conidios geralmente laterais nas hifas
(Wang et al. 2019).
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Figura 12: Pseudohumicola sp. E21. A 25°C no escuro por 7 dias hos meios de cultura BDA e MEA
verso e reverso; OA e SNA (A). Conidiéforos com conidios (B-F); conidios (G-1). Escala 10 ym.
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Fonte: A autora (2022)

Talaromyces sp. Figura 13.

Material examinado: Brasil, estado do Rio Grande do Norte, Parque Nacional de
Furna Feia, caverna Abrigo do Letreiro, 5°4'14.88"S e 37°32'1.51"W, como fungo
aéreo, 5 de marcgo de 2020, V.C.S. Alves e D. M. Bento. Isolado E35.

Caracteristicas da cultura (25°C, 7 dias, no escuro):
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MEA: 35-41 mm de diam., micélio de cor “Pure yellow” (14) a “Greenish yellow”
(16), coldnias ligeiramente elevadas no centro, ndo sulcadas, textura aveludada,
margens inteiras e regularese, esclerdcios ausentes. Grau de esporulacao regular,
conidios em massa determinada de coloracdo “Greyish green” (50), exsudatos
incolores em pequenas goticulas, pigmentos sollveis ausentes. Reverso cor “Umber”
(9) para “Ochreous” (44). CYA: 31-35 mm de diam., micélio de cor “Pure yellow” (14)
a “Yellow green” (71), colonias planas, sulcadas radialmente, textura aveludada,
margens inteiras e regulares, esclerdcios ausentes. Grau de esporulacao regular,
conidios em massa determinada cor “Yellow green” (71), exsudatos de pequenas a
grandes goticulas de hialinos a “Cinnamon” (62), pigmentos solUveis ausentes.
Reverso cor “Sienna” (8) para “Ochreous” (44). CZ: 18—-19 mm de diam., micélio de
cor “Pure yellow” (14), colénias centralmente elevadas, sulcadas radialmente, textura
aveludada, margens inteiras e regulares, esclerdcios ausentes. Esporulagdo pobre,
conidios em massa indeterminada, exsudatos incolores e em pequenas goticulas,
pigmentos soluveis ausentes. Reverso cor “Saffron” (10) para o “Salmon” (41). YES:
(40-)45-47 mm de diadm., micélio de cor “Pure yellow” (14) a “Yellow green” (71),
colonias ligeiramente elevadas no centro, ndo sulcadas, textura algodonosa, margens
inteiras e regulares, esclerdcios ausentes. Grau de esporulacéo regular, conidios em
massa determinada com “Yellow green” (71), pigmentos sollveis e exsudatos
ausentes. Reverso cor “Sienna” (8) para “Ochreous” (44). OA: 24—28 mm de diam.,
micélio de cor “Citrine green” (67) a “Yellow green” (71), coldnias planas, nao sulcadas,
textura algodonosa a granular, margens inteiras e regulares, esclerocios ausentes.
Esporulacdo pobre, conidios em massa indeterminada, exsudatos em pequenas
goticulas de coloragdo amarelada, pigmentos sollveis ausentes. Reverso cor
“Primrose” (66). DG18: 4—7 mm de diam., micélio de cor branca, colbnias centralmente
elevadas, ndo sulcadas, textura algodonosa, margens inteiras e regulares, esclerdcios
ausentes. Esporulacdo pobre, conidios em massa indeterminada, pigmentos sollaveis
e exsudato ausentes. Reverso cor “Saffron” (10) para “Umber” (9). CREA: pouco
positivo para producao de acido. Esporulagédo em 7-10 dias.
Conidioforo biverticilado, estipes septados, hialinos a pigmentados, lisas a rugosas,
geralmente longos, 21-420 x 2,7-5,0 ym. Métulas 3-5, medindo 8-10 x 2,5-3,5 ym;
fidlides 2—4, acerosas, 8-9 x 2—4 ym. Conidios pigmentados globosos a subglobosos,

ornamentados e ocasionalmente lisos, 2 x1,5-2 um.
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Notas: Buscas via BALSTn utilizando sequéncias de ITS, TUB2, CAL e RPB2 do
isolado Talaromyces sp. E35 apresentaram 96—98% de identidade com espécies da
secdo Talaromyces e filogeneticamente € relacionada com Talaromyces pinophilus e
Talaromyces pratensis. Talaromyces sp. E35 difere de T. pratensis pois apresenta
maior diametro de crescimento da col6nia em MEA e CYA (35-41 e 31-35 mm para
Talaromyces sp. E35 e 34-36 e 20—22 mm para T. pratensis). Além disso, estipes de
Talaromyces sp. E35 sdo em sua maioria longas (chegando a 420 um) enquanto que
em T. pratensis estipes sdo menores e ocasionalmente longos (PETERSON &
JURJEVIC, 2019). As métulas e fialides de T. pratensis sdo levemente maiores e mais
largas (8-12(-16) x 2,54 pm e (3-)5-11(-14) ym do que em Talaromyces sp. E35
(7,8-9,9 x 2,3-3,3 um e 8-8,7 x 1,9—4 pm).

Figura 13: Talaromyces sp. E35. A 25°C no escuro por 7 dias nos meios de cultura MEA, CYA, YES e
CZ verso e reverso; OA e CREA (A). Conidioforos (B-F); conidios (G). Escalas: 100 pm (B) e 10 ym
(C-G).

Fonte: A autora (2022)
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5 DISCUSSAO

Em varios continentes, cada vez mais vém aumentando o numero de estudos
sobre a micobiota cavernicola (ZHANG et al., 2021). Apesar disso, no Brasil poucos
estudos foram realizados, sobretudo na Caatinga, demonstrando uma lacuna no
conhecimento dos fungos presentes nesses ambientes (CUNHA et al., 2020). Neste
estudo foi observada a riqueza de 25 espécies de fungos na caverna Abrigo do
Letreiro, sendo 20% potencialmente desconhecidas. Diferente de outras cavernas, a
caverna Abrigo do Letreiro (RN, Brasil) & fortemente influenciada pelo ambiente
externo, sendo considerada de alto fluxo de energia (HEATON, 1986).

A abundancia de fungos foi menor no ponto 2 e o de maior abundancia foi o
ponto 3 que fica mais distante da entrada principal da caverna. Resultados diferentes
foram obtidos em uma caverna em Minas Gerais, onde a maior abundancia de fungos
do ar foi observada proximo a entrada principal, no entanto, a caverna era altamente
visitada como atracéo turistica (TAYLOR et al., 2013). Resultados semelhantes foram
obtidos por Cunha et al. (2020) com o ponto de coleta mais distante da entrada da bat
cave apresentando a maior abundancia de fungos. Os autores justificaram que este
fato pode ser possivel por conta da grande presenca e movimentacdo de morcegos
nesse ponto amostral da caverna (CUNHA et al., 2020).

A riqueza de taxons na caverna Abrigo do Letreiro foi maior no ponto 1 (11
taxons), préximo a entrada principal da caverna, e menor em dire¢do ao seu interior.
Estudando uma caverna brasileira, Paula et al. (2016) observaram um resultado
oposto ao deste estudo, pois o numero de fungos foi maior em direcdo ao fundo da
caverna do que proximo a entrada. A maior riqueza fungica no ponto 1 pode estar
associada com a maior circulacdo de correntes de ar e com a presenca de uma
pequena comunidade de morcegos fixa nesse ponto e, consequentemente, maior
deposicdo de guano, o que aumenta a disponibilidade de nutrientes organicos
disponiveis. Resultados semelhantes foram obtidos por Cunha et al. (2020) que
afirmaram que o0s morcegos podem influenciar diretamente na dispersédo de
propagulos fangicos no ar do ambiente cavernicola.

Fungos (ex. Aspergillus, Penicillium e Cladosporium) que comumente sdo 0s mais
relatados no ar em cavernas por todo o mundo, também foram encontrados na
caverna Abrigo do Letreiro, com Aspergillus sendo o mais frequente. Resultados

semelhantes foram obtidos por Zhang et al. (2017) em cavernas carsticas na China e
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por Kokurewicz et al. (2016) na Polonia. Espécies desses géneros sao relatadas em
diversos estudos realizados tanto em cavernas tropicais como subtropicais e também
em paises europeus (VANDERWOLF et al., 2013). No Brasil, espécies de Aspergillus
e Penicillium também foram mais abundantes em amostras do ar (TAYLOR et al.,
2013; CUNHA et al. 2020) e em diferentes substratos (CASTRILLON et al., 1976;
PAULA et al., 2016).

Estudando uma bat cave da Caatinga, Cunha et al. (2020) obtiveram o maior
namero de taxons (12) do género Aspergillus, cinco do género Penicillium e trés do
género Cladosporium obtidos de diferentes substratos/hospedeiros da caverna Meu
Rei (Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco); o género Aspergillus foi o mais
representativo no ar da caverna Meu Rei, semelhante aos resultados obtidos neste
estudo. Além disso, Cunha et al. (2020) também relataram fungos associados a
plantas (Diaporthe sp. e Aplosporella sp.) e entomopatogénicos (Beauveria bassiana)
e que, apesar de serem de géneros distintos aos encontrados neste estudo (Edenia e
Lecanicillium, por exemplo), podem desempenhar papéis similares no ambiente
cavernicola.

Recentemente, Pereira et al. (2022) relataram a riqueza de espécies de
Cladosporium na caverna Furna do Morcego, localizada na Caatinga - Parque
Nacional do Catimbau. Os autores demonstraram uma riqueza de 15 espécies de
Cladosporium isolados do ar e de moscas ectoparasitas de morcegos, com a
descricdo de duas novas espécies para esse género. Esses estudos ressaltam o
potencial de cavernas da Caatinga para o isolamento e descricdo de novas espécies
fungicas.

Os géneros de fungos isolados mais frequente na caverna Abrigo do Letreiro séo
conhecidos como possiveis patdgenos oportunistas em pessoas com 0 sistema
imunologico comprometido. Por exemplo, espécies de Aspergillus foram relatadas
como causadores de aspergilose, que € uma infec¢cdo fungica oportunista muito
comum no mundo (BEISSWENGER et al., 2012). Casos mais graves de aspergiloses
(invasivas) também tém sido relatados (RAJA & SINGH, 2006).

O agente etiolégico responsavel por mais de 90% dos casos de aspergiloses
invasivas é Aspergillus fumigatus (ARAUJO et al., 2005), outras espécies como
Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger e Aspergillus terreus
também podem causar aspergiloses (JIANG et al, 2013). Apesar disso, para que

ocorra 0 desenvolvimento da infeccéo, alguns fatores, por exemplo, a carga de
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esporos presentes no ar e a condi¢cdo imunoldgica do individuo, podem influenciar no
desenvolvimento da doenca (PANTOJA et al., 2007). No entanto, nenhuma dessas
espécies tradicionalmente relatadas como potenciais causadoras de infeccdes
oportunistas do género Aspergillus foram observadas no ar da caverna Abrigo do
Letreiro. Apesar disso, outras espécies de Aspergillus, como A. sydowii que foi
encontrada no nosso estudo, tém emergido com patdgenos oportunistas causadores
de aspergilose (NAGARAJAN et al., 2014). Outro fato importante € que 0s esporos
podem n&o ter sido recuperados durante a coleta pela auséncia verdadeira no
ambiente ou baixa concentracéo de propagulos no ar, podendo ser verificada por uma
amostragem mais ampla com repeticées ao longo do ano (ex. PANTOJA et al., 2007).
Cladosporium é outro género com espécies conhecidas como agentes
etiolégicos oportunistas de algumas micoses (SAN MIGUEL et al., 2003).
Normalmente, espécies de Cladosporium sdo conhecidas por sua associacado com
plantas, (BENSCH et al., 2012). As principais espécies de Cladosporium relatadas
como agentes etioldgicos de micoses Cladosporium cladosporioides, C. herbarum, C.
oxysporum e C. sphaerospermum (de HOOG et al., 2011) sendo principalmente
associadas a rinite e asma alérgica (CHEN et al., 2014; VICENDESE et al., 2015),
além de alguns quadros de feohifomicoses superficiais e profundas (GUGNANI et al.,
2006; MARTINEZ-HERRERA et al., 2015), mas raramente podem causar infeccées
disseminadas (SANDOVAL-DENIS et al., 2015). Neste estudo, foi encontrada apenas
uma espécie (C. oxysporum) considerada potencial agente etioldgico oportunista.
Apesar de ser encontrada como patdégeno oportunista, C. oxysporum normalmente é
saprofitica e associada como contaminantes de culturas vegetais (ZHENG et al.,
2014).

Outro fungo encontrado na caverna Abrigo do Letreiro e que possui uma
importancia médica foi um isolado de Candida. Os fungos pertencentes a esse género
sao considerados como oportunistas causando infecgdes que podem ser superficiais
ou invasivas, no entanto, esses fungos sao encontrados naturalmente na microbiota
humana, afetando principalmente os individuos imunodeprimidos (PAPPAS et al.,
2018). De forma geral, os fungos encontrados na caverna Abrigo do Letreiro s&o
comumente encontrados no ar de outros ambientes, alguns podem ser considerados
como patodgenos oportunistas, mas dependem de outros fatores para a manifestacao;
no nosso estudo nao foram encontrados fungos verdadeiramente patogénicos como

Histoplasma capsulatum.
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Durante o nosso estudo néo foram encontrados na caverna Abrigo do Letreiro
espécies de fungos troglobios, ou seja, fungos exclusivos do ambiente cavernicola
gue possuem diferenciacdes morfologicas adaptadas a esse ambiente. A micobiota
em cavernas possui um padrao de distribuicéo distinto que pode ser influenciado por
fatores bidticos e abidticos como as aberturas que as cavernas podem possulir,
correntes de ar, presenca de morcegos e consequentemente da deposi¢cao do guano.
Esse fato pode ser verificado com os achados fungicos que sdo normalmente
encontrados também no ambiente externo em associa¢cdes com plantas ou com
insetos, por exemplo, e que foram verificados também no ambiente cavernicola.
Locais com maior deposi¢cédo de guano e matéria organica sao os pontos que podemos
observar um maior desenvolvimento de fungos, como observado na caverna Abrigo
do Letreiro. Em relacdo as possiveis espécies novas que foram tratadas
taxonomicamente, por ndo apresentarem caracteristicas exclusivas de ambientes
subterraneos, ndo podem ser consideradas exclusivas de cavernas, necessitando de
estudos mais especificos para confirmacdo. Os estudos sobre fungos em cavernas
tratam, geralmente, esses organismos como oriundos do ambiente externo, por
exemplo, Zhang et al. (2017) descreveram 20 novas espécies e, através da estimativa
do tempo de divergéncia em comparacdo com a idade geolbgica das cavernas, 0s
autores mostraram gue os fungos tiveram origem do ambiente externo (ZHANG et al.,
2018).

Por ser um ambiente pouco explorado quanto aos estudos da micobiota, a
caverna Abrigo do Letreiro apresentou uma alta riqueza de fungos anemdfilos quando
comparada a outras cavernas estudadas no Brasil, considerando que 20% das
espécies obtidas tém a possibilidade de serem novidades taxon6micas. Isso
demonstra que as cavernas da Caatinga possuem um potencial para a descoberta de
uma grande riqueza fungica (CUNHA et al., 2020) incluindo novas espécies, podendo

ser consideradas como hotspots da diversidade fungica no Brasil.
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6 CONCLUSOES

A caverna Abrigo do Letreiro apresentou uma notavel riqueza de fungos
anemofilos cultivaveis, incluindo tdxons desconhecidos. Grande parte da micobiota
encontrada nessa caverna também foi encontrada em outras cavernas estudadas no
Brasil e no mundo, isso pode estar relacionado as metodologias empregadas para a
obtencéo dos propagulos fungicos ou até mesmo com a condicdo cosmopolita que 0s
fungos apresentam. Apesar de ser uma caverna diferente das convencionais,
sofrendo grande influéncia do ambiente externo, a caverna Abrigo do Letreiro ndo
apresentou uma micobiota tdo distinta das normalmente encontradas em outros
estudos.

Apesar do pequeno grau de amostragem do ar da caverna, foi encontrada uma
taxa significativa de possiveis novas espécies, além de um possivel novo género de
fungos, mostrando que as cavernas da caatinga possuem bom potencial para
descobertas de novos fungos.

Portanto, ambientes pouco explorados como as cavernas podem abrigar
muitos organismos ainda ndo conhecidos pela ciéncia, necessitando de mais
investimentos para estudos cientificos com o objetivo de documentar e conservar
esses organismos e o ambiente cavernicola. Outros estudos estdo sendo realizados
para a investigacao da micobiota fungica presente em outros substratos da caverna
Abrigo do Letreiro, com isso sera possivel compreender a diversidade de fungos que
habitam essa caverna. Além disso, outros estudos estdo em desenvolvimento
investigando a presenca de fungos em diversas cavernas da Caatinga brasileira, o
que ajudard na compreensado da comunidade fungica, fornecera dados micol6gicos
para a elaboracao do plano de manejo de cada caverna e também contribuira para a
estimativa nacional e global de fungos, aumentando o apelo pela conservacédo de

cavernas, sobretudo de cavernas da Caatinga.
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