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RESUMO

O ambiente cavernicola € conhecido por ser um local com baixa disponibilidade
de nutrientes e auséncia de luz na maioria da sua extensdo. Apesar das
condigbes limitantes, organismos conseguem se desenvolver nesse tipo de
habitat, como por exemplo, os fungos. Devido a seu metabolismo e a sua
facilidade em se adaptar a esse ambiente, esses fungos podem apresentar um
potencial enzimatico interessante. Diante disso, este estudo teve como objetivo
identificar os fungos presentes no ar da Caverna N5SM2 que fica localizada em
uma Unidade de Conservagdo Federal na Floresta Nacional (FLONA) de
Carajas — Para, que esta situada na regido Amazobnica do Brasil e avaliar
qualitativamente a produgédo das enzimas Quitinase e Inulinase, além disso,
fornecer dados micolégicos para a elaboragao do plano de manejo da caverna.
A caverna foi tratada como uma unica camara com dois pontos de coleta a partir
da entrada principal. Os fungos foram isolados por meio da exposi¢ao de placas
de Petri com meio de cultura e posterior incubacao a 28 °C durante 7-14 dias no
escuro. Apds isso, foi contabilizado o numero de Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC) e as colbnias selecionadas foram isoladas. A identificagao foi
realizada utilizando dados morfolégicos e analise filogenética de sequéncias de
rDNA (ex. ITS, LSU, CAL e B-TUB). No total, foram obtidas 297 UFC, sendo o
ponto 2 de maior quantidade de UFC (UFC = 271), seguido pelo ponto 1 (UFC =
26). Foram purificados 27 isolados, que foram agrupados em quatro géneros
pertencentes ao filo Ascomycota e um do filo Basidiomycota (Rigidoporus sp.).
Os isolados foram agrupados em 17 espécies, sendo a maioria pertencentes
aos géneros Aspergillus e Penicillium, considerados o0s géneros mais
abundantes. Dois isolados foram considerados como possiveis novidades
taxondbmicas do género Aspergillus. Os testes qualitativos enzimaticos
mostraram que de 27 isolados fungicos, apenas dois foram positivos para a
producdo da quitinase (Aspergillus wentii e Aspergillus sydowii) e dois para a
producdo de inulinase (Penicillium citrinum e Aspergillus sp. 2) que
apresentaram indice Enzimatico (IE) maior ou igual a 2. Este estudo demonstra
o potencial da caverna N5SM2-099 para a descoberta de uma riqueza de fungos
anemdfilos e seu potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: Amazo6nia, Caverna, Enzimas, Fungos anemdofilos.



ABSTRACT
The cave environment is known for being a place with low nutrient availability
and absence of light in most of its extension. Despite the limiting conditions,
organisms are developing in this type of habitat, such as fungi. Due to their
metabolism and their ease in adapting to this environment, these fungi may have
interesting enzymatic potential. In view of this, this study aimed to identify the
fungi present in the air of Cave N5SM2, which is located in a Federal
Conservation Unit in the Carajas National Forest (FLONA) - Para, which is
located in the Amazon region of Brazil, and to qualitatively evaluate the
production of the enzymes Chitinase and Inulinase, in addition to providing
mycological data for the elaboration of the cave management plan. The cave
was protected as a single chamber with two collection points from the main
entrance. The fungi were isolated by exposing Petri dishes with culture medium
and subsequent incubation at 28 °C for 7-14 days in the dark. Afterwards, the
number of Colony Forming Units (CFU) was counted and the selected colonies
were isolated. Identification was performed using morphological data and
phylogenetic analysis of rDNA sequences (e.g., ITS, LSU, CAL, and 3-TUB). In
total, 297 CFU were obtained, with point 2 having the highest number of CFUs
(CFU = 271), followed by point 1 (CFU = 26). Twenty-seven isolates were
purified and grouped into four genera belonging to the phylum Ascomycota and
one from the phylum Basidiomycota (Rigidoporus sp.). The isolates were
grouped into 17 species, the majority belonging to the genera Aspergillus and
Penicillium, considered the most abundant genera. Two isolates were considered
as possible taxonomic novelties of the genus Aspergillus. Qualitative enzymatic
tests showed that of 27 fungal isolates, only two were positive for chitinase
production (Aspergillus wentii and Aspergillus sydowii) and two for inulinase
production (Penicillium citrinum and Aspergillus sp. 2) that presented Enzyme
Index (IE) greater than or equal to 2. This study demonstrates the potential of
cave N5SM2-099 for the discovery of a wealth of anemophilous fungi and their

biotechnological potential.

Keywords: Amazon, Cave, Enzymes, Airborne fungi.
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1. INTRODUGCAO

Os fungos sdo organismos cosmopolitas, e podem habitar praticamente
todos os ecossistemas (PEAY et al. 2016; BAJPAI et al. 2019). Algumas
espécies podem ser encontradas em uma variedade de habitats e outras mais
limitadas devido a fatores ambientais podendo ser endémicas em nichos
ecologicos especificos (OLIVEIRA et al. 2019). Sao organismos ubiquos e
devido a alta produgdo de esporos que ficam em circulagdo no ar, podem
sobreviver em ambientes variados, inclusive nos extremos, como as cavernas
(VANDERWOLF et al. 2013). Possuem papel ecoldgico importantes na estrutura
das comunidades cavernicolas (CUNHA et al. 2020).

As cavernas geralmente apresentam auséncia de luz direta e escassez
de nutrientes em alguns pontos especificos de sua extensdo, o que a torna um
ambiente propicio ao desenvolvimento de organismos adaptados a essas
condigdes (TAYLOR, 2014). Em bat caves, cavernas que apresentam grandes
concentragcbes de morcegos , 0 guano se apresenta como um substrato rico em
nitrogénio e ideal para as popula¢des de fungos (HOLSINGER; CULVER, 1988;
CUNHA et al. 2019).

Algumas cavernas sao compostas por litologia ferruginosa e bastante
restritas a algumas regides brasileiras, como as cavernas localizadas na
Floresta Nacional (FLONA) dos Carajas no sudeste do Para, no bioma
Amazbnia. A particularidade desse tipo de caverna, € a presenga de rochas
ferriferas originadas por formagao de minério de ferro (ICMBio 2016). Contudo,
pouco se sabe sobre a diversidade de fungos presentes em cavernas
ferruginosas (TAYLOR et al. 2014). Por isso, a importédncia de estudar a
micologia destes ambientes.

Os fungos podem atuar em diversas areas da industria com diferentes
aplicagdes biotecnoldgicas. A produgdo enzimatica a partir de fungos
filamentosos se torna bastante vantajosa, uma vez que ela independe de fatores
sazonais (ABREU, 2015).

A exemplo de enzimas produzidas por fungos estdo as quitinases e
inulinases, a quitinase € uma enzima que pertence a classe das

glicosilhidrolases capazes de clivar especificamente as ligagdes (3-1,4 entre as
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unidades de N-acetilglicosamina da quitina (GOMAA, 2021). Os principais
produtores sdo organismos que possuem quitina em seu exoesqueleto
(OLIVEIRA, 2022). Enquanto a inulinase, & caracterizada por suas acdes
hidroliticas sobre a inulina, apresentando aplicagcbes na produgdo de
biocombustiveis e como fonte de alimentos para outros organismos. Além de
atuar na produgéo de frutose com grande importancia industrial (SILVA, 2023).
Nas cavernas, ha uma vasta diversidade de fungos com potencial para
aplicagdes biotecnoldgicas, como a producdo de enzimas (TELES, 2024). O
objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar morfologicamente e
filogeneticamente os fungos presentes no ar da caverna N5SM2-99 (bat cave),
localizada em Carajas - PA. Além disso, buscamos avaliar qualitativamente a

capacidade desses fungos para a producgao de quitinase e inulinase.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 CAVERNAS

De acordo com o Instituto Chico Mendes de Conservagédo da
Biodiversidade (ICMBio, 2018), caverna € todo e qualquer espago subterraneo
acessivel ao ser humano, com ou sem abertura identificada, independentemente
de seu tamanho e do tipo de rocha em que se insere, incluindo seu ambiente,
agua, solo, minerais, fauna e flora, desde que tenham sido formados por
processos naturais. Podem ser compostas por formacgdes de ferro, carbonatos,
arenitos, dissolugdo quimica e influéncia das aguas subterraneas e apresentam
aspectos abidticos e bidticos bastante caracteristicos (MILAGRES, 2013).

Para uma melhor compreensdao do ambiente cavernicola, € preciso
compreender as diferengas entre o epigeo e o hipdgeo. O epigeo é o ambiente
externo ao redor da caverna, onde ha a presenca de uma fauna e flora bem
estabelecida que pode ou nao influenciar no hipégeo, que € o ambiente interno
da caverna e que pode ser dividido em zonas, como zona de entrada, zona de
penumbra ou transigdo e zona afética, essa divisdo leva em consideragdo a
distdncia do ambiente externo e principalmente a diminuicdo gradativa da
luminosidade (TRAJANO E BICHUETTE, 2006).

A zona de entrada da caverna é a regidao com maior disponibilidade de
recursos alimentares, o que resulta em uma diversidade biolégica mais rica,
incluindo a presenca de organismos fotossintetizantes. A zona de penumbra ou
transicdo marca o final das areas iluminadas, onde a quantidade de organismos
fotossintetizantes diminui. Na zona afética, ha total auséncia de luz e
estabilidade ambiental (MONTEIRO et al. 2019; ALVES et al. 2022).

De forma geral, as cavernas apresentam um ambiente com pouca
variagao em suas condicdes abidticas como temperatura e umidade relativa do
ar, independentemente das mudangas sazonais externas, no entanto, algumas
cavernas que possuem comunicagdo direta com o ambiente externo podem
sofrer influéncias mais significativas (LOBO & BOGGIANI, 2013). As cavernas
ferruginosas, por sua vez, originam-se principalmente de processos erosivos e,

na maioria das vezes, sdo menores em comparagao com cavernas formadas em
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outras litologias (AULER; PILO, 2009). Essas cavernas sdo ecologicamente
importantes devido a sua alta diversidade, incluindo espécies raras,
microendémicas e ameacadas de extingdo, e frequentemente estdo localizadas
em areas de extracdo mineral (FERREIRA et al. 2015).

Apesar das condicbes desafiadoras, como umidade limitada, baixa
disponibilidade de agua e luz, e temperatura estavel, as cavernas s&o habitats
favoraveis para alguns organismos e podem ser locais de descoberta de novos
taxons (TAYLOR, 2014; ALVES et al. 2022). Algumas cavernas apresentam rios
ou acumulos de agua, o que pode influenciar o tamanho das populagdes de
organismos aquaticos ou dependentes de agua. Além disso, muitas cavernas
contém pinturas rupestres e outros ornamentos, o que as torna atraentes para o
turismo (NOVAKOVA, 2012).

O ambiente cavernicola possui caracteristicas singulares devido as suas
condicbes extremas, que o diferenciam claramente do ambiente externo e
influenciam as espécies que habitam esses locais (ZAMPAULO, 2015). Para que
haja uma diversidade bioldgica significativa em um habitat cavernicola, séo
essenciais fatores como a presenca de agua, a disponibilidade de luz direta, a
temperatura, a umidade e as interagbes entre organismos. Esses aspectos sao
cruciais para o desenvolvimento de novas popula¢gdes de microrganismos nas
cavernas (JURADO; SAIZ-JIMENEZ, 2016; MORAIS, 2006; OGOREK; et al.,
2013; POPOVIC et al. 2015; TAYLOR et al. 2014). Quanto mais variados e
favoraveis forem esses fatores, maior sera a probabilidade de presenca de
microrganismos nesses habitats (CUNHA, 2014).

Os organismos cavernicolas sao classificados em trés grupos principais:
troglébios, que sao exclusivos de ambientes subterrdneos; trogldfilos, que
mantém populag¢des estaveis tanto em cavernas quanto em ambientes externos;
e trogloxenos, que utilizam as cavernas como abrigo temporario e precisam sair
regularmente para completar seu ciclo de vida (ZAMPAULO, 2015; ZHANG et al.
2017). Além disso, organismos acidentais entram nas cavernas
involuntariamente, como resultado de quedas, correntes de ar ou agua, e
frequentemente ndo possuem adaptacbes ao ambiente cavernicola, entrando
em laténcia ou morrendo e servindo de alimento para outros seres, embora

algumas populagdes de fungos sejam geralmente consideradas organismos
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acidentais, elas podem adaptar-se e prosperar nas cavernas quando as

condi¢des s&o favoraveis ao seu crescimento (CUNHA, 2020).

2.1.1 Bat cave

Bat caves sao cavernas que abrigam milhares de populagdes de
morcegos, e a utilizacdo deste abrigo é crucial para a sobrevivéncia e sucesso
reprodutivo dessas populagdes, pois oferecem locais para acasalamento,
criagdo de filhotes, interacdo social entre outras vantagens (PIMENTEL &
BERNARD, 2024). As temperaturas das bat caves geralmente sdo altas,
passando dos 35°C e a umidade relativa do ar superior a 90%
(RODRIGUEZ-DURAN, 1998). A alta concentragdo de morcegos e o guano por
eles depositado, gera um clima mais quente, e a grande quantidade de guano,
funciona como alimento para diversos invertebrados (PECK et al. 1998; Ladle et
al. 2012).

Nas bat caves, a presenga do guano, dependendo da alimentagao desses
mamiferos, se torna fonte de nutrientes para o desenvolvimento dos fungos
(OGOREK, 2016). Em um estudo de Lima e colaboradores (2024), foram
identificadas 18 espécies de fungos do género Aspergillus distribuidas em 10
secbes (Aspergillus, Candidi, Circumdati, Cremei, Flavi, Nidulantes, Restricti,
Polypaecilum, Terrei e Usti), apresentando o maior numero de isolados fungicos
no guano o e solo/sedimento, o que confirma o estudo de Wasti et al. 2021, no
qual afirmam que o guano, € um excelente reservatério de fungos.

No Brasil, ha registro da existéncia de bat caves na regido Nordeste e
também na regido Amazonica (PIMENTEL et al. 2022). De acordo com o ICMBio
(2017), a regiao de Carajas/PA, localizada na regido amazénica, abriga pelo
menos seis bat caves registradas e consideradas de alta relevancia.

A caverna N5SM2-099, situada em uma Unidade de Conservagao
Federal no estado do Para, é classificada como uma bat cave devido a sua alta
densidade de morcegos. De abril de 2019 a julho de 2022, o monitoramento
revelou uma populagdo que variou entre 10.995 e 16.199 morcegos. Foram
identificadas nove espécies: cinco da familia Phyllostomidaee (Carollia

perspicillatta, Glossophaga soricina, Lampronycteris brachyotis, Phyllostomus
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hastatus e Trachops cirrhosus) e quatro da familia Mormoopidae (Pteronotus
gymnonotus, P. personatus, P. rubiginosus e P. alitonus) (PIMENTEL &
BERNARD, 2024). As espécies encontradas na caverna exibem diferentes
guildas alimentares, incluindo insetivoros, frugivoros, nectartivoros-polinivoros,
onivoros e carnivoros (PIMENTEL & BERNARD, 2024).

Assim como outras bat caves localizadas na Flona dos Carajas, a
caverna N5SM2-099 encontra-se em uma area onde ha uma intensa atividade
de exploracéo mineral, e essas atividades estdao bem avangadas no local, o que
requer uma atencdo maior para a preservagao desses espagos e o carater
excepcional dessa caverna confere o grau de maxima relevancia ecologica
(BRASIL, 2017), sendo assim, ela deve ser tratada para fins de licenciamento
ambiental com o intuito de sua preservacdo. Além disso, € necessario um
acompanhamento especializado quanto ao uso e as pressdes enfrentadas,
especialmente diante das mudangas e tentativas de flexibilizagdo na legislagéo
espeleologica brasileira (FERREIRA et al. 2022).

De forma geral, as bat caves, apesar de sua maxima relevancia, séo
pouco conhecidas e estudadas na o6tica cientifica, por isso, € importante estudar
e destacar a importancia das bat caves existentes e seu papel ambiental
(OTALORA-ARDILA et al. 2019).

2.1.2 Cavernas brasileiras

O Brasil, reconhecido como um pais megadiverso pelo Ministério do Meio
Ambiente (2023), possui a maior biodiversidade do planeta e um clima
predominantemente tropical. Este cenario favorece a existéncia de seis biomas
distintos, cada um com suas proprias caracteristicas, que contribuem para uma
rica diversidade biogeografica (COUTINHO, 2016).

Atualmente, o Centro Nacional de Pesquisa e Conservacao de Cavernas
(CECAV) registra mais de 20.000 cavernas em todo o territério brasileiro. Minas
Gerais é o estado com o maior numero de cavernas, seguido por Para, Bahia e
Rio Grande do Norte (ICMBio/CECAYV, 2022). No que diz respeito aos biomas, a

maior quantidade de cavernas esta no Cerrado, seguida pela Mata Atlantica,
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Caatinga e Amazébnia, enquanto o Pampa e o Pantanal ainda apresentam
menos registros (Figura 1) (ICMBio/CECAV, 2022).

Figura 1: Distribuigdo por biomas brasileiros

CAVERNAS POR
BIOMAS

Fonte: ICMBIO-CECAV, 2022.

O bioma Amazénia apresenta uma identidade unica do pais, uma vez
que possui um rico patriménio natural, social e cultural, € uma regido vasta e
ecologicamente diversificada que se estende por cerca de 5,8 milhdes de km?,
abrigando uma biodiversidade incomensuravel (ALBERT et al. 2021). Mais de
um décimo das espécies do mundo ocorrem nele (MITTERMEIER et al. 2002). A
Floresta Nacional de Carajas representa cerca de 0,098% da area que o Bioma
Amazbnico ocupa no Brasil (ICMBio, 2016).

Algumas cavernas estao localizadas em Unidades de Conservagao
(UCs), areas destinadas a protegcdo ambiental. Essas UCs sao divididas em dois
grupos principais: Protegdo Integral e Uso Sustentavel. Segundo o CANIE
(2022), ha mais de 7.000 cavernas situadas em UCs. Entre elas, a Flona dos

Carajas, que esta em uma unidade de conservagao de uso sustentavel. A Flona
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€ caracterizada por suas formacbes ferriferas e dominacbes lateriticas
ferruginosas, evidentes na fisionomia savanica da vegetacdo tipica desses
relevos essas rochas ferruginosas sdo uma das marcas distintivas da area.
(ICMBIO, 2016).

As cavernas brasileiras sao ricas em aspectos cénicos, paleontoldgicos,
arqueolégicos e geomorfologicos, 0 que as torna atraentes para visitagdo
(MONTEIRO et al. 2019). Para garantir que a visitagdo seja segura e para
minimizar impactos ambientais, € essencial a elaboragdo de um plano de
manejo. Este documento serve como um guia para a gestdo adequada das

cavernas e para a protegao dos seus recursos naturais (CECAV, 2008).

2.1.3 Cavernas ferruginosas

De acordo com o ICMBIO, atualmente as cavernas ferruginosas ocupam
o terceiro lugar em relagdo ao numero de cavernas por classes de rochas.
Possuem o percentual de 13% de rochas ferruginosas. As cavernas ferruginosas
inicialmente passam por um processo de erosio e dissolugao, sendo um pouco
menores comparadas a outras cavernas que sao de outras litologias (AULER et
al 2005).

Existem algumas particularidades voltadas para esses ambientes
cavernicolas ferruginosos, como por exemplo, a tendéncia de aumento da
estabilidade térmica e hidrica nas regides mais distantes da entrada (LOPES,
2005). Outro aspecto importante presente nos ambientes ferruginosos é em
relagdo a quantidade de canaliculos que condizem com uma rede de espagos
intersticiais ligados na macro caverna (LOPES, 2005). A FLONA dos Carajas é
conhecida por ser uma regido de grande biodiversidade, com espécies raras e
limitadas a regido, esta situada no dominio da floresta Amazdnica, e apresenta o
maior numero de cavernas ferruginosas conhecidas no Brasil (ICMBIO, 2017).
As elevadas concentragdes de minérios tornam a FLONA dos Carajas uma das
maiores poténcias econbmicas do pais, pois dispde de uma das maiores
reservas de minério de ferro do mundo (CARVALHO et al. 2014). De acordo com
o CANIE (2021), a FLONA dos Carajas possui 1.513 cavidades subterraneas

ligadas ao minério de ferro. Com o estabelecimento do Sistema Nacional de
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Unidades de Conservagao (SNUC), foi possivel observar que as atividades
mineradoras existentes na Flona dos Carajas oferecem riscos de perdas de
ecossistema, habitat e espécies (Figura 2) (BRASIL, 2000).

Figura 2: Localizagdo geografica da Floresta Nacional de Carajas.
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Fonte: ICMBIO, 2017
2.2 FUNGOS

Os fungos s&o organismos unicelulares, eucaridticos, aclorofilados e
produtores de esporos, com nutricdo absortiva, eles se reproduzem de forma
sexuada e assexuada (ALEXOPOULOQS, 1996), e alguns ainda realizam ciclos
parassexuais para promover a recombinagdo genética (OLIVEIRA, 2014). Além
disso, suas estruturas somaticas filamentosas, conhecidas como hifas, sao
rodeadas por paredes celulares que sao compostas por quitina
(ALEXOPOULOQOS, 1996).
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Os fungos sdo organismos cosmopolitas, encontrados em uma ampla
variedade de ambientes, que vao desde regides tropicais até as areas articas e
antarticas. Embora alguns fungos sejam visiveis apenas ao microscopio, outros
podem formar estruturas visiveis a olho nu (MAIA, 2010). A sua capacidade de
possuirem adaptacbes a diferentes condicbes € em parte devido a sua
versatilidade reprodutiva, além disso sao frequentemente encontrados em
substratos terrestres, como alimentos e vegetais, também estdo presentes em
ambientes mais especificos, como hospitais e até em cavernas (CUNHA et al.
2020). Nas cavernas, os fungos colonizam diferentes substratos, incluindo o ar,
o corpo de morcegos, o guano e os sedimentos (PEREIRA et al. 2022; ALVES et
al. 2022).

Os filos Ascomycota e Basidiomycota abrigam a grande maioria das
especies descritas, sendo Ascomycota o0 representante de espécies
filamentosas macro e microscopicas, leveduras de grande importancia, e
espécies patdogenas de animais, plantas e seres humanos (SANTOS, 2015).
Neste filo, a reprodugcdo sexuada forma esporos (ascosporos) em estruturas
especializadas (ascos) que se encontram no interior do ascoma
(ALEXOPOULOS, 1996). Ja na reproducédo assexuada, de forma geral, estes
fungos apresentam estruturas chamadas de conidiéforos que d&o origem aos
conidios que sao produzidos em elevadas quantidades e dispersos no ambiente,
essa é a forma mais encontrada e considerada mais vantajosa do ponto de vista
metabdlico (ALEXOPOULOS, 1996).

Estes fungos também desempenham papeis significativos na produgao
de bebidas e alimentos, além de terem aplicagdes importantes na industria
farmacéutica e no controle biolégico (OLIVEIRA, 2014). Dentre os diversos
géneros desse filo, se destacam Aspergillus e Penicillium, que sao bastante
utilizados em processos industriais e biotecnologicos (ABREU et al. 2015).

Algumas espécies de Aspergillus participam de processos fermentativos,
além de produzirem metabdlitos utilizados em etapas de produgao
biotecnolégica, e sdo causadores de algumas doengas como a aspergilose
(VANDERWOLF et al. 2013; RAWAT et al. 2017; BAKER et al. 2007). Enquanto
0 género Penicillium, é bastante conhecido pela produgéo da penicilina, primeiro
antibiotico descoberto (ROYERA et al. 2004). Algumas espécies desse género

tem uma importancia muito significativa, por estar envolvida em diversas
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aplicagdes industriais e sao utilizadas em estudos para controle biologico e
producéo de enzimas relevantes como Aspergillus niger, Aspergillus sydowii e
Penicillium citrinum (PALLU et al. 2010; SOUZA & MAGALHAES 2010;
MESSIAS et al. 2011; LIMA et al. 2015).

Basidiomycota é o segundo filo mais abrangente e também habitam
diversas regides do planeta, participam de papeis fundamentais na ecologia e
manutencao dos ecossistemas principalmente por serem organismos simbiontes
e saprobios (ESPOSITO & AZEVEDO, 2004). Dentre os géneros desse filo,
Agaricus, Boletus e Amanita, sao alguns dos mais conhecidos por sua
importancia ecolégica e econémica (BISANCAO et al. 2022; EBLING et al.
2020).

Portanto, é essencial buscar novas espécies de fungos em diferentes
substratos. Essas pesquisas ndo s6é aumentam o conhecimento sobre a
diversidade micolégica, mas também podem revelar novos produtores de

substancias valiosas para a sociedade.

2.2.1 Fungos cavernicolas

De acordo com DOBAT (1967), os fungos sao relatados em cavernas
desde 1741, existe uma riqueza fungica muito significativa no ambiente
cavernicola. Mais de 2.000 espécies de fungos ja foram relatadas em cavernas
com registros em todo o mundo (VANDERWOLF et al. 2013). Em 2013, de
acordo com Vanderwolf e colaboradores os géneros mais relatados em estudos
micolégicos em cavernas sao: Asperqillus, Penicillium, Mucor, Fusarium,
Trichoderma, Cladosporium,  Alternaria,  Paecilomyces,  Acremonium,
Chrysosporium, Laboulbenia, Rhizopus, Mortiorella, Chaetomium,
Rhachomyces, Trichophyton, Humicola, Isaria, Absidia, Beauveria, Phoma,
Verticillium, Aureobasidium, Gliocladium, Coprinus, Cunninghamella, Epicoccum,
Geotrichum, Microsporum, Botrytis, Candida, Mycena, entre outros.

Enquanto Zhang et al. (2020), identificaram mais de 80% dos géneros
que pertencem ao filo Ascomycota, 8% ao filo Basidiomycota, 1.9% ao filo
Mucoromycota, 1.9% ao filo Mortierellomycota, 0.2% ao filo Glomeromycota. Os

géneros mais comumente isolados foram: Penicillium, Aspergillus, Trichoderma,
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Arthrinium, Fussarium, Microascus, Mortierella, Cephalotrichum, Clonostachys e
Simplicillium.

Os fungos podem viver em uma ampla variedade de substratos, incluindo
solos, agua, sedimentos, rochas, ar, guano, corpo de morcegos, matéria
organica e ectoparasitas de morcegos (VANDERWOLF, 2013). Eles conseguem
se desenvolver e realizar todo seu metabolismo em ambientes cavernicolas,
adaptando-se as condicdes especificas dessas cavernas, como baixas
temperaturas e falta de substrato organico (ZAMPAULO, 2010). Além de
desempenharem um papel crucial na decomposi¢cdo da matéria organica nas
cavernas (RAWAT et al, 2017), esses fungos também podem facilitar a
formacido de espeleotemas por meio da precipitacdo mineral secundaria
(TAYLOR et al., 2014; RAWAT et al., 2017).

A presenca de fungos nas cavernas € fortemente influenciada por
correntes de ar que vém do ambiente externo, bem como pelas atividades de
turistas e pesquisadores, que podem introduzir novos organismos nas cavernas
(ZHELYAZKOVA et al., 2020). Muitos fungos presentes em cavernas sao
derivados do meio externo e acabam adaptando-se as condi¢gdes ecoldgicas
especificas desses ambientes (ZHANG et al., 2018).

Os principais fungos encontrados em cavernas pertencem aos géneros
Aspergillus, Penicillium e Cladosporium (ZHANG et al., 2021). O género
Aspergillus € comum tanto no ar de diversos ambientes quanto nas cavernas,
sendo conhecido por causar alergias respiratérias e infecgbes como a
Aspergilose devido a inalagdo de seus esporos (SIDRIM & ROCHA, 2004). O
género Penicillium, também frequente em cavernas, € ubiquo e pode ser
encontrado em uma variedade de substratos e condi¢gdes ambientais. Ele se
destaca pelo rapido crescimento e pela producdo abundante de conidios,
semelhantes aos do género Aspergillus (ALVES, 2022).

O género Cladosporium, por sua vez, é geralmente saprofitico, mas pode
ser encontrado associado a plantas e, em alguns casos, causar micoses
(GUGNANI et al., 2006; MARTINEZ et al., 2015). Entre os fungos relatados em
cavernas, 69,1% pertencem ao filo Ascomycota, 20% ao filo Basidiomycota,
6,6% ao antigo filo Zigomycota, 2,6% ao filo Mycetozoa, 1% ao filo Oomycota, e
0,8% a outros grupos como Amoebozoa, Chytridiomycota, Microsporidiomycota
e Percolozoa (VANDERWOLF et al., 2013).
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2.2.2 Fungos em cavernas no Brasil

No Brasil, foram relatadas mais de 100 espécies de fungos em cavernas
(Alves et al., 2022). O primeiro registro de fungos em cavernas brasileiras foi
publicado por Castrillon et al. (1976), que estudaram o solo de uma gruta em
Manaus e identificaram diversos géneros de fungos, incluindo o raro dermatéfito
Microsporum amazonicum, atualmente conhecido como Arthroderma
amazonicum (MORAES, BORELLI & FEO, 1967). Desde entao, varios estudos
tém sido realizados para investigar a presenca e a diversidade de fungos em

cavernas brasileiras.

Em 2013, um estudo micoldgico focado na elaboragdo de um plano de
manejo para uma caverna em Minas Gerais investigou fungos anemofilos e
fungos associados ao guano de morcegos presentes na caverna. Este estudo
encontrou varias espécies do género Aspergillus, incluindo A. clavatus, A.
caepitosus, A. flavus, A. niger e A. sydowii, com o género Aspergillus sendo o
mais abundante na caverna (TAYLOR et al., 2013).

O primeiro estudo a relatar uma espécie nova de fungo isolada de uma
caverna brasileira foi publicado por Crous et al. (2018), que identificaram
Geosmithia carolliae na caverna Meu Rei, no Parque Nacional do Catimbau, em
Pernambuco. Esta caverna é classificada como uma bat cave devido a sua alta
densidade de morcegos. Além disso, Cunha et al. (2020) encontraram que 0s
géneros Aspergillus, Penicillium e Cladosporium eram os mais frequentes no ar
da caverna Meu Rei. Também foram descobertos fungos entomopatogénicos,
fungos associados a plantas e leveduras no corpo de morcegos. No guano dos
morcegos, Aspergillus e Penicillium foram novamente os géneros mais
prevalentes (CUNHA et al. 2020).

Além das espécies conhecidas de fungos em cavernas brasileiras, varias
novas espeécies estdo sendo descobertas. Alves et al. (2022) e Lima et al.
(2024) relataram quatro novas espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium
em cavernas da Caatinga, enquanto Pereira et al. (2021) identificaram duas

novas espécies de Cladosporium na mesma regidao. Outras novas espécies de
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géneros distintos também foram descritas (ALVES et al., 2022). Essas
descobertas ressaltam a importancia de estudar e conservar a diversidade
micoldgica desses ambientes.

Os estudos relacionados a micobiota cavernicola no Brasil ainda sao
escassos, tendo em vista o quantitativo de cavernas existentes no territério
brasileiro(ALVES et al. 2022). E necessario investigar a riqueza fungica nas
cavernas brasileiras para repensar sua conservacgao, pois diversas cavernas sao
bercos de espécies unicas que podem ser perdidas. Além disso, sao pontos
turisticos de alta relevancia tendo uma importancia econémica para a regiao
onde esta localizada e ndo menos importante, guardam informagdes geologicas

relevantes para compreensao da evolugao do ambiente (ALVES et al. 2022).

2.3 FUNGOS NA PRODUGAO DE ENZIMAS

Sabendo da grande importancia que os fungos desempenham na
biotecnologia, sendo amplamente utilizados na produgao de alimentos, bebidas
e medicamentos, além de contribuirem para a produgdo de enzimas de
interesse industrial e para a biotransformacao (SILVA, 2023). Essas enzimas,
que sao biocatalisadores essenciais, tém aplicagbes diversas em processos
biotecnolégicos e no tratamento de residuos, representando um dos maiores e
mais rentaveis segmentos da biotecnologia (DE QUEIROZ BAPTISTA, 2012). A
industria de enzimas microbianas, que compdéem mais de 85% do mercado de
biocatalisadores, destaca a necessidade crescente de pesquisas sobre os
fatores que influenciam sua producdo (TERESITA, 2019; SINGHANIA et al.,
2015).

Além de sua importancia industrial, os fungos sao ecologicamente
relevantes na decomposicdo de materiais organicos. Muitos sao estudados pelo
seu potencial na degradagcdo de residuos lignocelulésicos e na producéo de
enzimas valiosas para processos industriais (PUTZKE, 1998; MICHELIN et al.,
2012; Ll et al., 2013).

As enzimas de origem fungica apresentam caracteristicas peculiares que
favorecem a preferéncia de sua utilizagdo em diversos processos

biotecnolégicos (NASCIMENTO et al. 2014). Uma das vantagens da producéo e
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aplicacdo de enzimas microbianas, principalmente aquelas produzidas por
fungos filamentosos, é que sua producdo ndo depende de fatores sazonais
(SOUZA, 2015). Elas podem ser produzidas utilizando substratos de baixo custo
como, por exemplo, residuos agricolas gerados na plantacdo de
cana-de-agucar, trigo, e residuos da industria pesqueira, bem como na industria
de camarao, da lagosta e do caranguejo (QUEIROZ; DE SOUSA, 2020; HAJJI et
al. 2014). Alguns Microrganismos de importancia industrial como Aspergillus
oryzae, Candida cylindracea e Trichoderma reesei sao conhecidos por serem
produtores de proteases, lipases e celulases, por exemplo (WEISS, 2020).

Os fungos produtores de enzimas podem ser encontrados em diversos
substratos, incluindo plantas, solo e ar (CORTEZ, 2017). No entanto, ha poucos
estudos focados em fungos isolados de cavernas que produzem enzimas. Por
exemplo, Paula et al. (2019) investigaram a producgao de celulase por fungos de
uma caverna em Catédo, Brasil, e encontraram que Aspergillus sp. foi o melhor
produtor. Parimuchova et al. (2018) analisaram a atividade enzimatica de
celulases, trehalases e quitinases em espécies de collembolan associadas a
cavernas, observando variagées na atividade enzimatica entre grupos da fauna
cavernicola e outros habitats. Veselska et al. (2020) estudaram a produgéo de
lipase, uma enzima importante para a digestdo e invasdo de estruturas
tegumentares pela infecgdo fungica no morcego causada pelo fungo

Pseudogymnoascus destructans.

Apesar desses estudos, o conhecimento sobre o potencial enzimatico de
fungos isolados de cavernas ainda é limitado. H& uma necessidade de mais
pesquisas para identificar esses fungos e explorar suas possiveis aplicagdes

futuras.

2.3.1 Quitinase e suas aplicagoes

As quitinases sao glicosilhidrolases capazes de clivar especificamente as
ligacdes B-1,4 entre as unidades de N-acetilglicosaminas da quitina (STOYKOV;
et al. 2015). S&o produzidas por uma ampla variedade de organismos, como
por exemplo, fungos, leveduras, bactérias, plantas entre outros, essas enzimas

estdo envolvidas em uma diversidade de atividades biolégicas, como a
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restauracao da quitina nas paredes celulares dos fungos e no exoesqueleto dos
artrépodes durante os periodos de crescimento e desenvolvimento (ZAKARIA,
2021).

Nos fungos, a quitinase possui fungdes variaveis, seja na germinagao e
diferenciacao de esporos (BALDONI, 2016), sendo também utilizadas como
mecanismo de defesa contra agentes patogénicos. Além disso, contribui no
micoparasitismo, principalmente na penetragdo das hifas na parede celular do
hospedeiro (DUO-CHUAN, 2006; BALDONI, 2016).

Em alimentos, a quitinase pode ser usada na conservacgao, pois danificam
a parede celular dos fungos e inibem a germinagcdo de esporos e, assim,
reduzem a deterioracdo dos alimentos, ou seja, a enzima € uma estratégia
eficaz e promissora para o armazenamento de alimentos (ZAKARIA, 2021). Na
area meédica a quitinase pode ser aplicada em preparagdes terapéuticas, como
nas preparagdes oftalmicas, que podem ser sintetizadas com quitinases e
microbicidas (ZAKARIA, 2021). A quitinase ganha uma aten¢cdo maior devido a
sua capacidade de transformar quitina em quito-oligbmeros, essas moléculas
produzidas possuem uma ampla gama de aplicagdes industriais, agricolas e
médicas (KIDIBULE, 2018).

Alguns géneros de fungos como, Trichoderma, Penicillium, Aspergillus,
Metharhizium, Mucor, Beauveria, Lecanicillium, Neurospora, Lycoperdon foram
relatados como potencial produtor de quitinase (PAN et al. 2019). A quitinase
fungica ja foi isolada e testada para aplicagbes em diversas areas como
agricultura, alimentacdo, medicina e tratamento de residuos. (ZAKARIA, 2021).
Na agricultura, a quitinase se destaca como agente utilizado no controle de
fungos fitopatogénicos, e tem sido considerada um dos agentes ativos que

controlam patogenos fungicos (LIU, 2019).

2.3.2 Inulinase e suas aplicagoes

A inulinase € uma enzima de grande importancia utilizada em varios
processos, como na producéo de frutose pela hidrélise enzimatica da inulina e
na sintese de oligossacarideos a partir da sacarose (GOLUNSKI, 2014). A
inulinase € uma enzima presente em varios organismos como plantas, fungos e

bactérias, e cada vez mais seu uso em setores industriais vém ganhando
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espago pois apresenta uma grande aplicabilidade neste processo (CHI,
ZHENMING, 2009).

Entre as enzimas relacionadas ao setor industrial, a inulinase tem
recebido muita atengdo por ser aplicada na produgado de etanol e por ser
amplamente eficaz no preparo de xarope de frutose a partir de inulina
(DILIPKUMAR et al. 2011).

Dentre os grupos produtores de inulinase, destacam-se os fungos, pois
apresentam varias caracteristicas favoraveis, como o cultivo em substratos de
baixo custo e estabilidade enzimatica em alta temperatura e baixo pH. Os
géneros Aspergillus e Penicillium s&do os mais utilizados para a producédo de
inulinase (SINGH; CHAUHAN, 2017).

Existem diversas aplicagbes biotecnologicas da inulinase, por exemplo,
na area farmacéutica com a producdao de xaropes com alto teor de frutose,
utilizando a inulina como matéria-prima (ETTALIBI; BARATTI, 2001). Esse
xarope de frutose tem efeitos positivos em pacientes diabéticos, aumenta a
absorcdo de ferro em criancas, estimula o crescimento de bifidobactérias no
intestino grosso e delgado e evita o cancer do colon (ROCHA et al. 2006).

Na industria alimenticia, as inulinases também tém sido utilizadas na
producao de frutooligossacarideos (KIM et al. 1997). Estes grupos tém atraido
uma atengao particular pelo aumento da demanda no consumo de alimentos
saudaveis ou ingredientes de alimentos considerados saudaveis, como sao
designados os frutooligossacarideos (CHIEN et al. 2001). Apesar de ser
bastante benéfico a utilizacdo desses compostos, ainda € bastante limitada
devido a instabilidade operacional, custos e dificuldade de recuperacao para a

reutilizagao apds o término do processo catalitico (MATEO et al. 2007).
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3. OBJETIVOS

Geral

Isolar e caracterizar morfologicamente e filogeneticamente fungos

presentes no ar da Caverna N5SM2-099 (bat cave) localizada no Carajas-PA,

Brasil e verificar qualitativamente a capacidade de produgdo de quitinase e

inulinase por esses fungos.

Especificos

Identificar os fungos com base na morfologia e biologia molecular além de
avaliar as relagdes filogenéticas das espécies isoladas dentro dos seus
respectivos grupos taxonémicos;

Conhecer a abundéncia e a riqueza de fungos do ar da caverna em
estudo e caracterizar morfologicamente as espécies de maior
abundancia;

Auxiliar no conhecimento da riqueza de fungos presentes no ar da
caverna N5SM2-99 para contribuigdo e elaboragdo do plano de manejo e
de gestao para visitagdo segura desses ambientes;

Avaliar o potencial de producdo enzimatica desses fungos de forma
qualitativa e disponibilizar esses organismos para a utilizagcdo em

processos biotecnoldgicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

A Caverna N5SM2-099 (06°08’09.2” S, 50°07°47.8” W; registro CECAV
007313.01012.15.05536) esta localizada em uma Unidade de Conservagao
Federal no estado do Para que esta situada na regido Amazdnica do Brasil e
abrange uma area de 411.948 hectares. A Serra dos Carajas esta praticamente
inserida por completo na Floresta Nacional de Carajas, onde estdo localizadas
as principais jazidas de minério de ferro na FLONA dos Carajas (MOTA et al.
2018). O clima da regiao é tropical quente e umido com precipitagcdo média
anual de ca. 1600 mm, com uma estagao chuvosa que pode chegar até a 1300
mm, e um inverno seco com menor média de 320 mm, com a média nos meses
mais secos as vezes atingindo menos de 60 mm (Moraes et al., 2005).

A caverna N5SM2-099 apresenta entradas diferentes e que nao se
conectam diretamente e se comportam como ambientes diferentes (Figura 3),
com distintas temperaturas, por exemplo, a area da entrada 1 € mais quente que
a da entrada 3 (PIMENTEL & BERNARD, 2024). De forma geral, essa caverna é
considerada uma hot cave, onde possui elevada temperatura interna de 35°C
(De La Cruz, 1992; Ladle et al. 2012).

Figura 3: A - pontos da coleta; B - entrada da caverna N5SM2-099; C -Croqui da caverna
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Fonte: PIMENTEL & BERNARD (2024); BENTO 2023
4.2 COLETA E ISOLAMENTO DOS FUNGOS

A coleta dos fungos foi feita utilizando a metodologia de sedimentagao
em meio de cultura contidos em placas de Petri (gravity settling culture plate
method). Dois pontos foram escolhidos para a verificagcdo dos fungos do ar, em
cada ponto foram abertas trés placas de Petri de 90mm com meio de cultura
Agar Sabouraud adicionado de cloranfenicol (80 mg/L). As placas foram
posicionadas paralelas umas das outras, a 1 metro do chao da caverna por 20
minutos (CUNHA et al. 2020). Apds a exposigéo, as placas foram fechadas,
identificadas e embaladas, em seguida foram levadas ao Laboratério de

Taxonomia e Biotecnologia Utilizando Fungos. As placas foram incubadas a 28
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°C por até 14 dias no escuro, sendo verificadas todos os dias para a verificagao
do surgimento das coldnias fungicas.

As coldnias fungicas que surgiram foram contadas, sendo determinado o
numero de Unidade Formadora de Colénia (UFC) por placa. As colbnias que
apresentaram morfologias distintas, foram sub cultivadas usando o meio Agar
Sabouraud acrescidos com cloranfenicol (80 mg/L) para restringir o crescimento
de bactérias e incubadas nas mesmas condicdes anteriores. Apds a
confirmacédo da pureza, fragmentos das colénias fungicas foram retirados e
transferidos separadamente para tubos de preservagdo com capacidade de 2
mL contendo 0,65 mL de solugéo de glicerol a 30% e 0,75 mL de solugao salina

para preservagao dos isolados (baseado em Cunha et al. 2020).

4.3 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

Para a identificagdo dos fungos, os isolados foram cultivados em meio de
cultura e separados por caracteristicas fisicas das colénias. Laminas diretas
retirando um fragmento da colénia e observado em microscopio Optico foram
realizadas para a separagdo dos géneros fungicos utilizando metodologia e
literaturas especializadas (ex.: Crous et al., 2009, Samson et al., 2010, Seifert et
al., 2011) A partir dessa etapa, de acordo com os géneros de fungos
identificados, foi possivel estabelecer os marcadores moleculares (primers) para
serem utilizados na amplificagdo e sequenciamento do rDNA para a

caracterizagdo molecular dos fungos.

4.3.1 CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA

Para analise das caracteristicas macroscopicas das colbénias, os isolados
foram cultivados em meios de cultura especificos a depender do género, apds o
crescimento, foi observado: aspecto, superficie, cores do anverso, reverso e
diametro das colénias. De forma geral, os meios de cultura utilizados foram Agar
Extrato de Malte (MEA) para fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium
realizando 3 pontos na placa de Petri e ponto central no meio de cultura Batata
Dextrose Agar (BDA) para os demais géneros. As placas foram incubadas por 7

dias a 25° C no escuro. Para andlise das caracteristicas microscopicas, foram
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confeccionadas laminas com uma gota de acido latico junto com um fragmento
da cultura fangica e observada em microscopio O6ptico. As estruturas

reprodutivas foram fotografadas e comparadas com as catalogadas na literatura.

4.3.2 EXTRAGAO DE DNA, PCR E SEQUENCIAMENTO

Para a realizagdo 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 a25° Cde 3 a5
dias no escuro. Apds o crescimento dos fungos, o micélio foi coletado retirando
um fragmento e transferido para microtubos de 2 mL com tampa de rosca,
acrescidos de quatro esferas de vidro com 3 mm de didmetro e 600 ul da
solugcao Nuclei Lisis Solution do Kit de extracao de DNA genémico da Promega
(Wizard Genomic DNA Purification Kit) para melhor maceragdo das células
fungicas, utilizando o equipamento L-Beader 6 (Loccus), os passos seguintes
foram de acordo com o protocolo do fabricante do kit.

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 B-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), a depender dos géneros
conforme a indicagdo da literatura (ex. Bt2a e Bt2b juntamente com CMDS5 e
CMD6 para os géneros Aspergillus e Penicillium; EF-728F e EF-986R para o
género Cladosporium). Os produtos da amplificagdo por PCR foram analisados
em gel de agarose a 1% preparado em tampao TAE 1X. Em microtubos foram
misturados 2 uL do produto da extracdo ou da PCR com 2,0 uL de Gel Green
(Biotium) e, ent&o, aplicados nos pocos do gel. A eletroforese foi conduzida a
100 V, 500 mA por 20 minutos em solugdo TAE 1X. Os geis foram analisados e
fotografados em transiluminador de luz UV. Os produtos de PCR foram
purificados com as enzimas EXO + SAP (Alkaline Phosphatase/Exonuclease |)
(Cellco, Brasil) conforme as orientagdes 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 amplificagéo (PCR).
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4.3.3 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS E ANALISE FILOGENETICA

As sequéncias obtidas das amostras de fungos amplificadas foram
editadas no programa MEGA v.7 (KATOH & STANDLEY, 2013) e as sequéncias
de 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. As sequéncias selecionadas foram alinhadas com
as obtidas neste estudo usando a ferramenta online MAFFT v.7 e editadas
manualmente usando MEGA v.7. Inicialmente, o banco de dados foi organizado
por grupos de fungos para poder inferir uma relagcdo filogenética para as
sequéncias obtidas (ex. género, géneros da mesma familia/ordem ou se¢des de
Aspergillus e Penicillium) gerando 13 alinhamentos que foram analisados
independentemente usando analise de maxima verossimilhanga (ML).

Com base nas analises iniciais e para mostrar a relagéo filogenética das
sequéncias geradas, o alinhamento geral de sequéncias de ITS do rDNA foi
utilizado para construir a arvore ML utilizando sequéncias do GenBank
(B-tubulina= 19) e as sequéncias obtidas neste estudo (B-tubulina = 15,
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 configuragbes estabelecidas.
Sequéncias de outros genes foram analisadas para grupos especificos de
fungos (ex. LSU para fungos leveduriformes — dados ndo mostrados). A arvore

filogenética resultante foi visualizada no software FigTree (RAMBAUT, 2009).

4.4 CARACTERIZACAO ENZIMATICA QUALITATIVA

Todos os isolados foram submetidos ao teste qualitativo enzimatico com
as enzimas quitinase e inulinase para saber a capacidade de producgao
enzimatica, aqueles que obtiveram um indice enzimatico (IE) igual ou acima de

2,0 foram considerados bons produtores da quitinase e inulinase, conforme a
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observacao e medicao dos halos de degradacao formados ao redor das coldnias
(HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975)

4.4.1 QUITINASE

Foi realizado um teste qualitativo para verificagdo das melhores cepas
produtoras de Quitinase. O teste foi realizado utilizando o meio de cultura
CZapeck-Dox modificado, composto de: NaNO3 (Nitrato de sodio) — 3 g/L,
K2HPO4 (Fosfato de potasio dibasico) — 1 g/L, KCL (Cloreto de potassio) — 0,5
g/L, MgS04.7H20 (Sulfato de magnésio) — 0,5 g/L, FeSO4 (Sulfato de ferro) —
0,01 gL, Sacarose — 5 g/L, Agar — 20 g/L, Agua destilada — 1000 mL,
adicionados de 20 mL da solugao de quitina coloidal. Foi realizado um repique
central dos fungos em placas de Petri contendo o meio seletivo supracitado e
incubados por 5 dias na B.O.D a 25° C no escuro. Apds os dias de incubacéo,
as placas foram submetidas a um teste colorimétrico descrito por Boller (1993),
onde a atividade quitinolitica foi detectada por uma zona clara formada em torno
da colbnia que sera visualizada ao ser adicionada uma solugao contendo 3,33
g/L de iodo e 6,67 g/L de iodeto de potassio por 20 minutos, tendo como
parametro a liberacdo de N-acetil-D-glucosamina (NAG) a partir da agao
hidrolitica da enzima sobre a quitina coloidal. A determinacdo enzimatica foi
expressa pelo indice Enzimatico (IE) por meio da relagdo entre o diametro médio
do halo de degradagao e o diametro médio da colénia (Hankin & Anagnostakis,
1975).

4.4.2 INULINASE

Para a analise qualitativa de producédo de Inulinase, foi preparado um
meio de cultura especifico de acordo com Ongen-Baysal et al. 1994, contendo:
NH4NO3 (2,3 g), (NH4)2. HPO4 (3,7 g), KH2PO4 (1,0 g), MgS04 (0,5 g), inulina
sintética (10 g) extrato de levedura (1,5 g), Agar (20 g) e agua destilada (1L)
esterilizado e vertido em placas de Petri. Os fungos foram crescidos em Agar
Sabouraud por 5 dias a 25° C no escuro. Apds o seu crescimento, um fragmento
da cultura foi repicado em ponto central nas placas contendo a inulina como

substrato e incubadas por 7 dias a 25° C no escuro. Apds o periodo de
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incubagao, as placas foram submetidas a um teste de coloragao adicionando na
placa de Petri 2 mL da solugdo de Lugol (3,33 g.L-1 de iodo e 6,67 g/L-1 de
iodeto de potassio) por 5 minutos. Apds a exposicdo a solugdo de lugol, foi
observada a formacao de um halo de degradacao em volta da colénia, esse halo
foi medido e fotografado. A determinagdo enzimatica foi expressa pelo indice
Enzimatico (IE) por meio da relacdo entre o didmetro médio do halo de

degradagao e o didmetro médio da colbénia (cm) (Hankin & Anagnostakis, 1975).

5. RESULTADOS

5.1 ABUNDANCIA DE FUNGOS

A abundancia dos fungos presentes no ar da bat cave foi determinada
através dos numeros de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) em cada
ponto amostral processado. Apdés o processamento das placas do ar, foi
possivel realizar a contagem total de UFC nos dois pontos amostrais, sendo 26
no ponto 1 e 271 no ponto 2 totalizando 297 UFC em toda caverna (Tabela 1). O
ponto 2 representa a maior extensdo da caverna e foi o local de maior
abundancia fungica devido a maior disponibilidade de guano no ambiente.
Desse total, 37 fungos apresentaram morfologias distintas e foram purificados
para sua identificagao, porém, sé6 foi possivel a realizagao da identificacao de 27

isolados.

Tabela 1: Unidades formadoras de colénias obtidas em cada ponto (P1 e P2) da cdmara da
caverna N5SM2-099, PA, Brasil.

UFCs DO AR DA CAVERNA N5SM2-099 (BAT CAVE) DO CARAJAS

PLACA 1 PLACA 2 PLACA 3 TOTAL
PONTO 1 10 8 8 26
PONTO 2 229 21 19 271

Fonte: A autora (2024)
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5.2 RIQUEZA DE FUNGOS

Com base na caracterizacdo morfolégica, os isolados fungicos foram
agrupados em 4 géneros pertencentes ao filo Ascomycota e um género
pertencente ao filo Basidiomycota. A partir das observagdes morfologicas, os
isolados foram caracterizados molecularmente através da analise das
sequéncias de DNA obtidas das regides especificas do rDNA. Apds a edigao
das sequéncias e buscas comparativas no banco de dados GenBank do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) e realizacdo de analises
filogenéticas, foi possivel agrupar os 27 isolados em 17 espécies, sendo a

maioria pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium (Figura 4).

Figura 4: Arvore de méxima verossimilhanga obtida utilizando sequéncias de B-tubulina do rDNA
de representantes dos géneros Aspergillus e Penicillium isolados do ar da caverna N5SM2-099,
PA-Brasil, comparadas com sequéncias do GenBank. Valores de suporte maiores que 75% sao
mostrados proximo dos ndés. Talaromyces pinophilus foi utilizado como grupo externo. Isolados

deste estudo estdo destacados na cor azul.

Aspergillus unguis BCF1
Aspergillus unguis NRRL 2393
100 Asperngillus unguis BCF29 ;
o7 _ ! Aspergillus unguis BCF19 Seqzsopﬁ?gﬁﬁites
100, Aspergillus sydowii CBS 593.65
100| Aspergillus sydowii BCF22B
Aspergillus sydowi BCF7B
Aspergillus neoflavipes NRR L5504
_I:@L Aspergilius flavipes NRR L302 Aspergilus
83 Aspergillus olivimuriae NRRL 66783 Secao Flavipedes
L Aspergilius olivimuriae BCF5

Aspergillus bertholletiae BCF32

Aspergillus bertholletiae BCF278 )

Aspergillus bertholletiae BCF30 gxﬁé’fzji

100|| Aspergillus bertholletiae DTO 223D3
] Aspergillus bertholletiae BCF33
Aspergillus wentii BCF34
Aspergillus wentii BCF20
Aspergillus wentii NRRL375 Aspergillus
7 Aspergilus sp 2 BCF36 Segédo Creme

7 Aspergillus tardus CBS 43393

Aspergillus koreanus EMLGSNP1.1

Penicillium sp. Sj70
Jpemmum sp. Sj79
89 Penicillium sp.1 BCF18 Segdo
Penicillium sp.1 BCF22A

0.2

Penicillium citrinum BCF23b

100 100, Penicilium citrinum CBS 139.45
N

Penicillium
enicillium hetheringtonii CBS 122392 Secdo Citrina
Penicillium tropicoides CBS 122410
10 Aspergillus pseudosclerotiorum CBS 141845
Amerg-rﬂus persii -(-255 112795 Aspergillus
96) Aspergillus fresenii CBS 550.65 Secdo Circumdati

Aspergillus sp.1 BCFG
Talaromyces pinophilus CMV011D1

Penicillium

Lanata-Divaricata



37

Fonte: a autora

No ponto 1 foi obtida uma riqueza de seis espécies exclusivas para esse
ponto e o ponto 2 de sete espécies exclusivas. Ja espécies como Aspergillus
sydowii, Penicillium deleae, Penicillium sp. 1 sect. Lanata-Divaricata e
Rigidoporus sp. foram identificadas nos dois pontos amostrais da caverna
(Tabela 2).

Tabela 2: Riqueza das espécies [presencga (P) e auséncia (A)] de fungos anemdfilos da caverna
N5SM2-099, PA, Brasil.

Género de fungos P1 P2
Ascomycota
Aspergillus bertholletiae A P
Aspergillus olivimuriae P A
Aspergillus unguis P A
Aspergillus subversicolor P A
Aspergillus sp. 1 secéo P A
Circumdati
Aspergillus sp. 2 sect cremei A P
Aspergillus sydowii P P
Aspergillus wentii A P
Cladosporium dominicanum A P
Penicillium citrinum A P
Penicillium deleae P P
Penicillium sp. 1 segao P P

Lanata-Divaricata

Penicillium sp. 2 P A
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Penicillium sp. 3 A P

Penicillium sp. 4 secao P A
Sclerotiorum

Talaromyces sp. seg¢ao A P
Talaromyces

Basidiomycota

Rigidoporus sp. P P

Fonte: A autora 2024

Dentre os 27 isolados obtidos neste estudo, dois serdo descritos
posteriormente como possiveis novas espécies do género Aspergillus nas

segdes Cremei e Circumdati conforme analises preliminares de filogenia.

5.3 MORFOLOGIA DOS PRINCIPAIS FUNGOS

As espécies de maior abundancia na caverna N5SM2-099 foram
caracterizadas morfologicamente para a observagdo de suas caracteristicas
macro e microscopicas, foram elas: Aspergillus bertholletiae, Aspergillus unguis,

Aspergillus sydowii e Penicillium citrinum.

e Aspergillus bertholletiae

A espécie Aspergillus bertholletiae pertence a segao Flavi, essa
espécie foi encontrada na castanha-do-para, o nome foi batizado devido aos
varios estagios de produgéo e solo proximo as arvores de Bertholletia excelsa
(TANIWAKI, 2012). Alguns extrélitos foram produzidos por esta espécie, como
por exemplo, aflavinina, acido ciclopiazénico, acido kojico, acido tenuazénico e
ustilaginoidina (Figura 5) (TANIWAKI, 2012).

Figura 5: A - Morfologia macroscépica: verso e reverso das coldnias da espécie

de Aspergillus bertholletiae cultivada em MEA por 7 dias a 25°C; B e C - Conidi6foros conidios
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Fonte: A Autora (2024)

e Aspergillus unguis

A espécie Aspergillus unguis pertence a segao de Nidulantes, ela é
encontrada em solos e organismos de ambientes marinhos. Esse fungo é capaz
de crescer em caldo de cultura com diferentes fontes de carbono e nitrogénio,
como dextrose de batata, aveia, caseina de glicerol, extrato de levedura e
extrato de malte (Figura 6), (MATKAR, 2018). Essa espécie tem um alto
potencial biotecnolégico, como exemplo a aplicagdo para a remogao de metais

pesados de aguas residuais industria (SHARAF, 2013).

Figura 6: A - Morfologia macroscopica: verso e reverso das coldnias da espécie Aspergillus
unguis cultivada em MEA por 7 dias a 25°C; B - conidioforos e conidios; C - . Conidiéforos com

cabeca colunar
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Fonte: A Autora (2024)

o Asperqgillus sydowii

A espécie A. sydowii tem como caracteristica a condigdo de ser ubiquo,
encontrado em diferentes ambientes e substratos, mas tem como preferenciais
de seu habitat terrestre mais umido ou aquatico (Figura 7) (MATKAR et al.
2013). Além disso, é encontrado em diversas cavernas, como exemplo, a
caverna Meu Rei localizada no Nordeste do Brasil (CUNHA, 2020), Abrigo do
Letreiro, RN (ALVES, 2022). A. sydowii € um alto produtor de celulase -
glucosidase com uma alta atividade, podendo ser utilizado posteriormente para
sacarificagdo na produgédo de agucares fermentaveis e etanol (MATKAR et al.
2013). Essa espécie também pode degenerar o formaldeido de forma eficiente e
pode ser utilizado com sucesso no tratamento de aguas residuais industriais que

contenham esse contaminante (YU et a., 2015). Além disso, A. sydowii € um
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6timo produtor de lacase, enzima de grande importancia industrial (RANGELQOV,
2015).

Figura 7: Morfologia macroscoépica: frente e verso e microscoépica: conidiéforos e conidios de um

dos isolados da espécie Aspergillus sydowii cultivado em MEA por 14 dias a 25 °C.

Fonte: A Autora (2024)

e Penicillium citrinum

A espécie P. Citrinum é um fungo comumente encontrado em solos
tropicais e menos frequente em solos de regides de clima temperado e é
decompositor de varios tipos de materiais organicos (SAMSON; PITT, 2000) Os
membros desta espécie também sdo conhecidos por produzirem a micotoxina
citrinina, que é um composto nefrotoxico (SAMSON et al. 2004).
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Além disso, € encontrado em diversas cavernas, como exemplo, a
caverna Meu Rei localizada no Nordeste do Brasil. (CUNHA, 2020), Furna dos
Gatos, localizada na caatinga em Pernambuco (PEREIRA, 2021). E bastante
importante para produtores de metabdlitos secundarios, muitos dos quais tém
sido desenvolvidos em antibiéticos e outros produtos farmacéuticos (Figura 8)
(ROYERA et al. 2004).

Figura 8: A - Morfologia macroscopica: verso e reverso das coldnias da espécie de Penicillium

citrinum cultivada em MEA por 7 dias a 25°C; B - Conidiéforos conidios

o

r

Fonte: A Autora (2024)
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5.4 TESTE QUALITATIVO DE PRODUGAO DE ENZIMAS

Ao total, 27 isolados fungicos foram testados quanto a producédo de

quitinase e inulinase, entre os isolados testados, apenas 2 foram positivos para

a produgdo de quitinase e 2 para a produgcdo de inulinase, ou seja,

apresentaram indice Enzimatico (IE) maior ou igual a 2 (Tabela3).

Tabela 3: Resultados qualitativos do teste de quitinase e inulinase dos fungos do ar da caverna

N5SM2-099 Carajas-PA; fungos que obtiveram IE maior ou igual a 2 foram considerados

positivos para produgao da enzima e estdo destacados em verde; resultados negativos

CcODIGO
BCF1
BCF3
BCF5
BCF6B
BCF7B
BCF9
BCF10
BCF11
BCF12

BCF14

BCF19

BCF20

aparecem com um trago (-).

FUNGO IE-QUITINASE IE-INULINASE
Aspergillus unguis - -
Aspergillus subversicolor - -
Aspergillus olivimuriae - -
Aspergillus sp. 1 - -
Aspergillus sydowii 1,75 -
Rigidoporus vinctus - -
Penicillium sp. 1 - -
Penicillium sp. 2 - -
Penicillium deleae - -

Penicillium sp. 4 secéo - -
Sclerotiorum

Aspergillus unguis - -

Aspergillus wentii 2 1,66
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BCF22A Penicillium sp. 1 secéo 1,55 -
Lanata-Divaricata

BCF22B Aspergillus sydowii 2,04 -
BCF23A Penicillium citrinum 1,4 1,25
BCF23B Penicillium citrinum 1,71 2
BCF27B Aspergillus bertholetiae - -
BCF28 Penicillium sp. 3 - -
BCF29 Aspergillus unguis - -
BCF30 Aspergillus bertholetiae - -
BCF31 Talaromyces - -
BCF32 Aspergillus bertholetiae - -
BCF33 Aspergillus bertholetiae

BCF34 Aspergillus wentii 1,6 1,38
BCF35 Cladosporium dominicanum 1,8 -
BCF36 Asperqillus sp. 2 - 3,08

Fonte: A Autora (2024)

5.4.1 QUITINASE

O teste qualitativo da quitinase mostrou que as espécies Aspergillus
wentii, Aspergillus sydowii, foram consideradas positivas para sua producao,
apresentando um halo de degradagdo com 7 dias de inoculagdo e indice
enzimatico de 2 e 2,04 respectivamente. Apesar de ndo apresentarem halo de
degradagao no teste, alguns fungos apresentaram crescimento no meio e outros
apresentaram halo de degradagcdo mas nao obtiveram o IE suficiente para

serem considerados bons produtores (Figura 9).
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Figura 9: Halos de degradacao no meio especifico para a detec¢ao de produgao de quitinase

dos isolados Penicillium citrinum, Aspergillus wentii, Aspergillus wentii(2) e Penicillium citrinum

respectivamente

Fonte: a autora (2024)

5.4.2 INULINASE

O teste qualitativo da inulinase mostrou que as espécies Penicillium
citrinum e Aspergillus sp. 2 foram consideradas positivas para sua produgao,
apresentando um indice enzimatico de 2 e 3,08 cm respectivamente. Outras
espécies testadas apresentaram crescimento no meio, mas nao formaram halo

de degradacgao para estipular o IE (Figura 10).
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Figura 10: Halos de degradac¢ao no meio especifico para a detecgédo da produgao de inulinase

dos isolados Aspergillus wentii, Aspergillus sp. 1, Penicillium citrinum e Aspergillus wentii

respectivamente.

Fonte: a autora (2024)
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6. DISCUSSAO

Foram contabilizados mais de 200 UFC nos pontos de coleta, avaliando
a micobiota da caverna N5SM2-099, PA-Brasil. Os géneros mais comuns
encontrados foram Aspergillus e Penicillium, o que confirma o estudo feito por
Vanderwolf (2013) que s&o os géneros mais comuns encontrados em cavernas.
A caverna N5SM2-099 teve uma abundancia de fungos anemdfilos maior no
ponto 2 do que no ponto 1, obtendo uma diferenga bem discrepante entre um
ponto e outro.

Em relac&o a riqueza, a caverna N5SSM2-099 apresentou 27 espécies de
fungos identificados, onde a maior riqueza foi registrada no ponto 2 com oito
espécies. Resultados semelhantes foram obtidos por Cunha et al. (2020) onde
os autores justificaram que esse resultado pode estar relacionado a grande
presenca e movimentagdo de morcegos na caverna (CUNHA et al. 2020).

Dentre os géneros identificados, Aspergillus e Penicillium, foram os
comuns na caverna N5SM2-099, e isso corrobora com varios estudos de
cavernas de diferentes Biomas e litologias, onde esses mesmos géneros sao 0s
mais relatados em ambientes cavernicolas (VANDERWOLF et al. 2013). Em um
estudo de fungos filamentosos isolados de diferentes tipos de sedimento de uma
caverna de minério de ferro no Brasil, Taylor e colaboradores (2014) relataram a
presenca dos géneros Aspergillus, Cladosporium e Penicillium. Esses géneros
sdo considerados mais frequentes em cavernas (VANDERWOLF et al. 2013;
CUNHA et al. 2020; PEREIRA et al. 2021; CARVALHO et al. 2022; ALVES et al.
2022). O género Aspergillus foi o mais representativo do filo Ascomycota,
estando presente em todos os pontos amostrais da caverna N5SM2-99.
Espécies desse género sao relatadas em diversos estudos realizados tanto em
cavernas tropicais como subtropicais e 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) mas
também s&o encontrados em outros substratos (VANDERWOLF et al. 2013).

Além das espécies identificadas que ja sdo conhecidas, nas analises
filogenéticas preliminares, dois isolados foram observados como possiveis
novas espécies. O primeiro foi isolado (BCF6B) no ponto 1 pertence ao género

Aspergillus segao Circumdati, na analise filogenética utilizando sequéncias de
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B-tubulina esse fungo se agrupou de forma independente, o que pode indicar
uma novidade taxonémica. O segundo foi isolado (BCF36) no ponto 2, também
pertence ao género Aspergillus, mas esta alocado na se¢cdo Cremei, no
alinhamento realizado com sequéncias de B-tubulina foi observado que esse
fungo também se agrupou de forma independente. Porém, para afirmar com
clareza que esses isolados s&0 novas espécies € preciso uma analise
multigénica com outras regides especificas do rDNA, além de uma
caracterizagdo morfoldgica para esse género em especifico e comparar as
diferencas observadas (HOUBRAKEN et al. 2020; VISAGIE et al. 2024).

Em relagéo ao teste qualitativo da quitinase as espécies Aspergillus wentii
(BCF20) e Asperqgillus sydowii (BCF22B) foram consideradas positivas para sua
producdo, apresentando um indice enzimatico (IE) de 2 e 3,08 cm
respectivamente. Em um estudo feito por Souza (2021) relatou a espécie
Aspergillus wentii como um bom produtor da enzima invertase, uma enzima
bastante utilizada na industria de alimentos. Ja a espécie Aspergillus sydowii,
em um estudo realizado por ROCHA (2023) concluiu que esse fungo € um
excelente produtor de protease, que sdo enzimas de grande importancia nos
processos biotecnologicos (Rocha et al. 2021) e elas representam mais de 50%
das enzimas comerciais utilizadas pela industria (Albuquerque et al. 2020).
Portanto os isolados BCF20 e BCF22B podem ser potenciais agentes
produtores enzimaticos a serem utilizados em processos industriais.

Em relagdo ao teste qualitativo da inulinase as espécies Penicillium
citrinum isolado (BCF23b) e Aspergillus sp. 2 isolado (BCF36) foram
consideradas positivas para sua producdo, apresentando um indice enzimatico
de 2 e 3,08 cm respectivamente. A espécie Penicillium Citrinum ja é conhecida
por produzir a enzima inulinase, o que confirma o estudo feito por Ferreira
(2021) que realizou um trabalho com inulinase obtida a partir de Penicillium
citrinum e usando inulina como substrato reportaram um potencial boas
atividades. Além disso, uma das possiveis espécies novas identificadas neste
estudo foi avaliada como uma boa produtora da enzima inulinase, com |IE acima
de 3,0 cm.

A importancia das enzimas nas industrias alimenticias, farmacéuticas, téxtil
e em outros setores € um dos motivos para a realizagcédo de investigagdes para a

producao de enzimas com Fungos (SILVA, 2023). O género Aspergillus é
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bastante relatado na producdo de metabdlitos secundarios, apresentando altas
taxas de crescimento e tolerando altas temperaturas, que favorece a produgao
de bioprodutos com alto valor agregado (GOPINATH et al. 2013).

Neste estudo, Aspergillus foi 0 género que obteve resultado positivo para
producdo das enzimas testadas, quitinase e inulinase, essas enzimas sao
utilizada em diversas areas biotecnologicas, como agricultura, alimentacéo,
medicina e tratamento de residuos assim como, a inulinase também é utilizada
na industria alimenticia (ZAKARIA, 2021). Sendo assim, este estudo colabora
com a investigagdo de fungos encontrados em cavernas que podem ser
potenciais produtores de enzimas, e que posteriormente, possam ser utilizados

em processos biotecnolégicos.
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. CONCLUSAO

A caverna N5SM2-099, PA-Brasil, apresentou uma riqueza de fungos
anemofilos cultivaveis, incluindo taxons que possivelmente, ainda sao
desconhecidos para a ciéncia;

Aspergillus e Penicillium foram os géneros mais abundantes, estando
presentes em todos os pontos estudados da caverna,;

Diante do total de fungos isolados, quatro isolados (BCF20) Aspergillus
wentii, (BCF22B) Aspergillus sydowii, (BCF23B) Penicillium citrinum e
(BCF36) Aspergillus sp. 2 apresentaram resultados positivos para
produgdo das enzimas quitinase e inulinase, no qual posteriormente
esses organismos poderdo ser utilizados em processos fermentativos
para a otimizacao de suas producoes;

Os dados aqui apresentados confirmam a necessidade de estudos deste
tipo, pois contribuem para o estabelecimento de um plano de manejo e
visitagdo segura para esta caverna, além de contribuir com a

disponibilizagado de fungos com potenciais biotecnoldgicos.
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