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RESUMO

DUTRA, Yan Lucas Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2020.
Taxonomia e filogenia molecular de fungos da caverna Monte Cristo na Serra do
Espinhaco Meridional (Diamantina - Minas Gerais). Orientador: Olinto Liparini
Pereira. Coorientador: André Wilson Campos Rosado.

A Serra do Espinhaco Meridional (SEM) € representada por uma faixa orogénica, pré-
cambriana extensa e continua do territério brasileiro. Faixa orogénica é caracterizada por
grandes estruturas formadas por rochas magmaticas e sedimentares pouco resistentes. A
SEM possui um acervo geoespeleolégico rico em formagdes rochosas diversas e
inexplorado em termos microbioldgicos. No Brasil, trabalhos sistematicos de organismos
cavernicolas comecgaram a ser realizados a partir da década de 1980. As cavernas sdo
caracterizadas por temperaturas baixas a moderadas, alta umidade e disponibilidade de
matéria organica. As caracteristicas desse ambiente auxiliam no desenvolvimento
microbiano, porém 0s microrganismos que ocorrem nas cavernas sdo pouco estudados.
Esses microrganismos podem habitar transitoriamente ou ser residentes das cavernas.
Quando habitam transitoriamente, os microrganismos desenvolvem em func¢do da
disponibilidade de matéria organica que adentra a caverna por meio de correntes de ar,
fluxo de dgua, fluxo de sedimentos em insetos, morcegos ou trazidos pelo proprio homem.
Enquanto aqueles residentes sobrevivem exclusivamente dos nutrientes que estdo
distribuidos por toda extensdo da caverna. Este trabalho teve como objetivo efetuar um
levantamento de fungos filamentosos em uma caverna da Serra do Espinhago Meridional
de Minas Gerais, a caverna Monte Cristo. Com base em andlises filogenéticas combinadas
das regides génicas ITS, ACT, TEF-1a, GAPDH e RPB2 e por meio da caracterizagao
morfolégica um novo género de fungo pertencente a familia Chaetomiaceae foi
identificado e sera proposto de acordo com o Cddigo Internacional de Nomenclatura para
Algas, Fungos e Plantas. Adicionalmente, duas novas espécies pertencentes aos géneros
Cladosporium e Curvularia e trés primeiros relatos, C. anthropophilium, Cu.
warrabererensis e Mucor variicolumellatus, foram identificados nesse estudo. O presente
trabalho corrobora com o conhecimento sobre a diversidade de espécies de fungicas em

cavernas no Brasil.

Palavras-chave: Micologia. Biodiversidade. Fungos cavernicolas. Sistematica.



ABSTRACT

DUTRA, Yan Lucas Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2020.
Taxonomy and molecular phylogeny of fungi in the cave Monte Cristo of Serra do
Espinhaco Meridional (Diamantina - Minas Gerais). Advisor: Olinto Liparini Pereira.
Co-advisor: André Wilson Campos Rosado.

The “Serra do Espinhago Meridional” (SEM) is represented by an extensive and
continuous pre-Cambrian orogenic band of the Brazilian territory. Orogenic band is
characterized by large structures formed by magmatic and sedimentary rocks with little
resistance. The SEM has a geospeleological collection rich in diverse rock formations and
unexplored in terms of microbiology. In Brazil, systematic studies with cave organisms
began to be carried out in the 1980s. Caves are characterized by low to moderate
temperatures, high humidity and availability of organic matter. The characteristics of this
environment supports microbiological development, however, microorganisms that occur
in the caves have been little studied. These microorganisms can inhabit temporarily or be
residents of the caves. When living temporarily, microorganisms develop according to
the availability of organic matter that enters the cave through air currents, water flow,
sediment flow in insects, bats or brought by the man himself. While cave dwellers survive
exclusively on nutrients that are distributed throughout the length of the cave. Therefore,
the caves are unique environments and host a high diversity of fungi unknown to science
and with potential for biotechnological application. This study aimed to carry out a survey
of filamentous fungi in caves of the Serra do Espinhaco Meridional in Minas Gerais state,
the “Monte Cristo” cave. Based on combined phylogenetic analyses of the ITS, ACT,
TEF-10, GAPDH and RPB2 gene regions and through morphological characterization a
new genus of fungus belonging to the Chaetomiaceae family has been identified and will
be proposed according to the International Nomenclature Code for Algae, Fungi and
Plants. Additionally two new species belonging to the genera Cladosporium and
Curvularia and three first reports, C. anthropophilium, Cu. warrabererensis and Mucor
variicolumellatus, were also identified in this study. The present study corroborates with

the knowledge of the diversity of fungal species in caves in Brazil.

Keywords: Mycology. Biodiversity. Cave fungi. Systematic.
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1. Introducao

A Serra do Espinhaco Meridional (SEM), segundo Eschwege (1822), ¢
representada por uma faixa orogénica pré-cambriana extensa e continua do territério
brasileiro. Constitui um conjunto de serras que se estende ao longo de 1.200 km e com
dois setores bem individualizados: a por¢do setentrional- Chapada Diamantina e a por¢ao
meridional- totalmente inserida em Minas Gerais. A SEM possui um acervo
geoespeleoldgico rico e inexplorado em formagdes rochosas quartziticas (NORTHUP &
LAVOIE, 2001). Em Santana do Riacho e Concei¢dao do Mato Dentro foram catalogadas
cerca de 500 cavidades em minério de ferro, marmores e quartzitos. Na regido de
Diamantina existem cerca de 20 registros de pesquisas em cavernas no Centro Nacional
de Pesquisas e Conservacao de Cavernas (CECAV). Devido a expansao das mineracoes
de ferro e com a extracdo de quartzitos para rochas ornamentais, esse patrimonio
espeleoldgico, praticamente ainda desconhecido, tem sido cada vez mais ameacgado. Para
assegurar a preservacao desse patrimonio ambiental, o Ministério Puiblico e o Conselho
de Politica Ambiental (COPAM) tem exigido em processos de licenciamentos, como
compensac¢do ou condicionante ambiental, que os empreendedores invistam em projetos

com temdtica em espeleologia da SEM.

Revisao de literatura

As cavernas, segundo Gabriel & Northup 2013, diferem-se dos habitats da
superficie terrestre por serem ambientes em grande parte escuros, com temperaturas
baixas a moderadas, alta umidade e escassez de matéria organica. As condi¢des das
cavernas podem ser afetadas por uma variedade de fatores, tais como o movimento da
agua (riachos ou infiltracdes de agua), correntes de ar, visitantes e quimiolitoautotrofia
(HOSE et al. 2000, BARTON & JURADO, 2007; GABRIEL & NORTHUP, 2013,
ORTIZ et al. 2014). Todos esses fatores podem contribuir para a comunidade microbiana

em cavernas (OGOREK et al. 2013).

A bioespeleologia é a ciéncia que estuda todos os organismos que vivem nas
cavernas e as suas relagcdes com o ambiente fisico (DESSEN et al. 1980). No Brasil,
trabalhos sistemadticos de organismos cavernicolas comecaram a ser realizados a partir da

década de 1980, obtendo-se levantamentos em varias regides e descrevendo novas
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espécies, além de estudos de ecologia, comportamento, morfologia e fisiologia de
diversas populacdes (CHAIMOWICZ, 1984; CHAIMOWICZ, 1986; GODOY, 1986;
ROCHA, 1994; ROCHA, 1995; TRAJANO,1987; TRAJANO & GNASPINI, 1991;
TRAJANO & MOREIRA, 1991; ZAMPAULO, 2010). Cavernas sdo ambientes pouco
estudados dentro do ponto de vista microbiolégico. Essas caracteristicas, além da alta
umidade, faz com que as cavernas sejam um ambiente Unico, com pressdes evolutivas
internas diferentes da pressdo externa da superficie. O ambiente cavernicola é
considerado um meio considerado estivel e favoravel para o desenvolvimento e o

crescimento de microrganismos (TAYLOR, STOIANOFF, FERREIRA, 2013).

Apesar dos ambientes subterraneos serem, historicamente, considerados estaveis
em termos de biodiversidade e de biomassa, existe uma grande variedade de taxons
presentes nesses ecossistemas, o que inclui desde bactérias, algas, fungos até grupos
vegetais, além de invertebrados a vertebrados (GIBERT et al. 1994). A maioria desses
grupos consiste de espécies que sdo pré-adaptadas as condi¢des desses ecossistemas,
alguns estdo presentes na chamada zona afética, que € caracterizada pela auséncia de luz
no interior da caverna. Sendo assim, os grupos que apresentam preferéncias por habitats
caracterizados como umidos, sombreados e que possuem uma nutricado generalista estao
assim potencialmente aptos a colonizar e se estabelecer em tais ambientes (GIBERT et

al. 1994).

A colonizagdo de cavernas por microrganismos €, muitas das vezes, um processo
natural e as cavernas possuem caracteristicas ambientais Unicas para o desenvolvimento
dos microrganismos (SAIZ-JIMENES, 2012; TAYLOR et al. 2014). As cavernas que ja
estdo expostas a visitagdo, ou mesmo aquelas ainda desconhecidas pela humanidade, sdao

colonizadas por vérios microrganismos (SCHABEREITER-GURTNER et al. 2004).

As cavernas t€ém um microclima muito especifico e isso determina alguns fatores
importantes que influenciam na ocorréncia de alguns fungos no interior das mesmas. Os
microrganismos podem habitar transitoriamente (quando sdo transportados através de
algum vetor) ou serem residentes das cavernas (BARTON & NORTHUP, 2007; ENGEL,
2007). Além do fluxo de ar, as condi¢cdes no ambiente externo (como a estacdo do ano, a
flora, a localizacdo geogréfica e a disponibilidade de matéria organica) podem interferir
na microbiota do interior da caverna (OGOREK ez al. 2015). Entre as comunidades
subterraneas, algumas espécies de microrganismos sdo classificadas como

decompositoras. Essas espécies tém o papel de reciclar a matéria orginica presente no
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solo, exercendo assim um importante papel ecolégico saprofitico, além de mineralizacao

e imobilizacdo de nutrientes (SYLVIA et al. 2005).

Um dos tipos de recurso, tanto energético quanto alimentar, presente no interior
da caverna vem quase todo do exterior da mesma, sendo determinante para a composi¢ao
da fauna presente naquele local (FERREIRA, NONAKA, ROSA, 2000). Cavernas podem
abrigar uma grande diversidade de fungos e esses fungos cavernicolas podem ser
agrupados em patog€nicos ou oportunistas em humanos, segundo Taylor, Stoianoff
Ferreira (2013). Os géneros Aspergillus, Paecilomyces, Purpureocillium, Fusarium,
Mucor e Trichoderma sdo fungos filamentosos comumente isolados de cavernas que
também sdo relatados como grupos de fungos infecciosos a humanos (ARMSTRONG,
1993; PFALLER & DIEKEMA, 2004; TRABULSI & ALTERTHUM, 2004). Outras
espécies de fungos cavernicolas sdo saprdfitas do solo e possui ampla distribui¢io

(SHAPIRO & PRINGLE, 2010).

Nas cavernas, os fungos s@o responsdveis por fazerem a reciclagem de nutrientes
em seu interior, por abrigarem bactérias, que alimentam de micélios e esporos, além de
nematoides e outros organismos que se alimentam dos corpos de frutificacdo. Sendo
assim, constituem um elo crucial na cadeia alimentar (CULVER, 1982; PEDRO &
BONONI, 2007). Alguns trabalhos tém demonstrado que existem muito mais fungos e
bactérias que sdo encontrados com uma maior frequéncia no solo da caverna do que nas
paredes, em virtude do depodsito de matéria organica no local (VANDERWOLF et al.

2013). A diversidade de fungos € influenciada pela atividade antropica.

Em alguns estudos recentes, os autores demonstraram que as cavernas abrangem
grande diversidade de fungos. Em uma pesquisa sobre a “Lechuguilla Cave” (Novo
México, EUA), nove géneros fungicos foram encontrados, como Aspergillus e
Penicillium considerados os géneros mais comuns (CUNNINGHAM et al. 1995). No
estudo de Nagai e colaboradores (1998) investigaram os fungos alcalofilicos e tolerantes
a alcalis em duas cavernas de calcario no Japdo, e obtiveram 52 espécies. Ja Koilraj (1999)

investigaram seis cavernas na India e isolaram 35 fungos pertencentes a 18 géneros.

Algumas peculiaridades do ambiente cavernicola fazem com que esse local torna-
se tdo especial para alguns grupos de seres vivos, que passaram a viver em seu interior ha
milhares de anos, que de tdo especializados, eles sdo incapazes de viver fora desse habitat.

Em relagdo a esses organismos, podemos observar um variado grau de especializacdo que
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permitiu a adaptagao ao ambiente (ZAMPAULO, 2010). O processo de colonizacdo das
cavernas por microrganismos € um processo natural e que possuem algumas
caracteristicas ambientais Unicas para o seu desenvolvimento (SAIZ-JIMENES, 2012;
TAYLOR et al. 2014). As cavernas que sdo expostas a visitacdo, ou mesmo aquelas que
ainda ndo foram descobertas pela humanidade, sdo colonizadas por microrganismos
(SCHABEREITER-GURTNER et al. 2004). Os fungos no ar, provenientes do ambiente
externo a caverna, podem penetrar as cavernas através da entrada, indicando o papel da
atmosfera como um veiculo para o transporte e a dispersao de microrganismos no ar, além

de nutrientes para dentro das cavernas (SAIZ-JIMENES, 2012).

As condigdes do microclima das cavernas cdrsticas sdo favordveis ao
desenvolvimento de fungos, que desempenham um papel importante dentro da caverna
como decompositores ou parasitas, além de serem a principal fonte de alimento para
outros organismos (BURFORD et al. 2003; SUSTR et al. 2005; GORBUSHINA, 2007).
Geralmente, esses fungos sao residentes do solo e sdo transferidas para cavernas por meio
do vento, dgua, vertebrados ou invertebrados. Esses microrganismos se estabelecem em
varios substratos especificos nesses ecossistemas subterrdneos como: guano de morcego,
caddveres de troglobiontes e trogléfilos (animais que se especializaram para a vida dentro
de cavernas), espeleotemas, rochas e minerais, restos de plantas da superficie
(NOVAKOVA, 2009; SOUZA-SILVA et al. 2012; VANDERWOLF et al. 2013; PROUS
et al. 2015; PFENDLER et al. 2019).

Esses microrganismos podem habitar transitoriamente ou serem residentes das
cavernas. Os fungos caracterizados como residentes das cavernas sobrevivem
exclusivamente dos nutrientes que estdo distribuidos por toda caverna, diferente dos
fungos transitdrios, que s6 se desenvolvem em funcdo da disponibilidade de matéria
organica que penetra a caverna por meio de correntes de ar, fluxo de dgua, fluxo de
sedimentos, em insetos, morcegos ou trazidos pelo proprio homem (BARTON &
NORTHUP, 2007; ENGEL, 2007). Muitos microrganismos cavernicolas estio
envolvidos em diversos processos geoldgicos como os processos do intemperismo da
rocha (GALDENZI et al. 2008, GUNDECIMERMAN, 1998; NOTHUP & LAVOIE,
2001). Alguns estudos mais abrangentes estdo voltados para a identificagdo de espécies

comuns ou abundantes e o seu papel nos ciclos biogeoquimicos (SAIZJIMENES, 2012).

A distribuicao dos fungos ndo ocorre de forma uniforme em uma caverna. Sua

distribuicao € influenciada muita das vezes pela suscetibilidade dos hospedeiros e pelas
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condi¢des do ambiente, a citar como exemplo: pH, umidade, temperatura, disponibilidade
de dgua e de nutrientes (VANDERWOLF et al. 2013). Seguindo Vanderwolf et al.
(2013), o substrato que obteve o maior nimero de isolados foi o de sedimento de solos.
O ar também tem sido muito estudado atualmente, tendo em vista a preocupagdo da

qualidade do ar dentro das cavernas.

Os estudos sobre a diversidade flingica em cavernas sdo escassos em nosso pais.
Pesquisadores de todo o mundo reconhecem a importancia de conhecer a diversidade dos
fungos nos paises tropicais e subtropicais, locais onde encontra-se um grande nimero de
espécies ainda desconhecidas pela ciéncia (HAWKSWORTH, 2000; RINALDI et al.
2008).

Objetivo Geral

Efetuar um levantamento de fungos filamentosos em uma caverna da Serra do

Espinhaco Meridional de Minas Gerais, caverna Monte Cristo.

Material e Métodos

4.1- Local de coleta.
As coletas foram realizadas na caverna Monte Cristo, no municipio de

Diamantina, localizada no estado de Minas Gerais-MG, a aproximadamente 294 km da

capital Belo Horizonte.

A caverna Monte Cristo estd inserida no municipio de Diamantina/MG e dentro
do Supergrupo Espinhago representa o principal conjunto litoestratigrafico, em termos de
volume e expressdo orografica da Serra do Espinhaco Meridional (SEM). Esse
Supergrupo é composto, principalmente, por quartzitos e, subordinadamente, por
metassiltitos, metaconglomerados, filitos e metavulcanitos (ALMEIDA ABREU;
PFLUG, 1994). Segundo Braga et al. (2011a e 2011b), é caracterizada como uma
cavidade predominantemente horizontal e que possui desenvolvimento linear, possui duas
entradas e ainda apresenta zonas fética, afética e de penumbra. A Gruta Monte Cristo

apresenta duas entradas, sendo uma ampla em termos de altura (5m) e extensdo (31m) e
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outra com altura de 0,5m e largura de 0,7m. A cavidade € composta por dois saldes
caracterizados em alguns trechos pela presenca de teto e piso suavemente inclinados e

outros segmentos com piso horizontalizado (Fig. 2).

4.2- Métodos de Coletas

Coletas de amostras do solo

Para a coleta dos materiais, foram escolhidos locais aleatérios no interior da
caverna. Sendo assim, de cada local escolhido, foram coletadas 3 amostras de solo, duas
préximas a cada uma das paredes e uma na regido mediana. O solo da regido escolhida
foi coletado em cerca de 1-5 cm de profundidade apds a remocdo de 0,5 cm da camada

superficial do solo.
Coletas de amostras de esporos presente no ar

Para esse tipo de coleta foi utilizado o método de sedimentacio de Koch
(KUZMINA et al. 2012). Sendo assim, placas de Petri de 90x15 mm contendo meio de
cultura BDA (Batata Dextrose Agar- Sigma Aldrich) esterilizadas, foram espalhadas por
pontos aleatdrios, dispostos sobre a superficie do solo/rocha e expostas por 15 minutos
para que os microrganismos presentes no ar possam depositar diretamente sobre a

superficie do meio de cultura, sobre efeito da gravidade (CARMO et al. 2007).
Coletas de amostras de rochas

Fragmentos de rocha de diferentes locais foram coletados utilizando o martelo

geoldgico e acondicionados em sacos de papel, de acordo com Ruibal et al. (2005).

Coletas de amostras de guano

Um fragmento encontrado de guano de morcego foi coletado e acondicionado em

tubo Falcon.

Todas as amostras coletadas permaneceram armazenadas cuidadosamente e
conduzidas até o Laboratério de Micologia e Etiologia de Doencas Fungicas de Plantas

da Universidade Federal de Vigosa - Vicosa- MG.
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Figura 1. Caverna Monte Cristo. A. Visdo geral da formagdo rochosa de onde a caverna se
localiza e presenga da vegetacdo nativa do local; B. Acesso para a entrada da caverna; C-D.
Visdo geral da entrada principal da caverna.
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Figura 2. Caverna Monte Cristo. A. Entrada principal da caverna; B. Espeleotemas; C. Placas
de petri expostas para coletas de fungos anerméfilos; D. Coletas de espeleotemas; E. Presencga
de guano de morcego.
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4.3- Isolamento dos fungos cavernicolas

Fungos do Solo

Os fungos foram isolados utilizando método de diluicdo seriada em placas
(TORTORA et al. 2012). Um grama de cada amostra de solo foi suspenso em 9 mL de
dgua esterilizada em um tubo esterilizado de 20 mL. Os tubos foram agitados em vortex
e a suspensdo foi diluida em diferentes concentracdes (107,102, 10 e 10#). Duzentos
microlitros de suspensdo de cada concentracdo foram espalhados sobre placas contendo
BDA pelo método de “Spread Plate”. Dois antibidticos, cloranfenicol e rifamicina (50
ug/mL), foram utilizados. Para cada diluicdo foi realizada trés réplicas. As placas foram
incubadas em aerobiose por até quinze dias a temperatura de 26°C. Uma amostra em
especifico de guano de morcego sobre o solo foi coletada e através de isolamento direto

foram obtidos dois isolados.
Fungos do ar

Para realizar as andlises das amostras dos fungos isolados do ar, as placas
permaneceram incubadas a temperatura ambiente, por 2 a 7 dias. Apds incubagdo, as
colonias foram repicadas isoladamente para outra placa de Petri contendo BDA e

incubadas a temperatura ambiente por um periodo de 7 a 10 dias no escuro.
Fungos de rocha

Para o isolamento de fungos em rocha, primeiramente as rochas foram lavadas
com etanol 95% por Iminuto para eliminar contaminacdes superficiais, seguido por
lavagem em 4gua autoclavada contendo uma solucdo de 0.1% de Tween 20. Os
fragmentos pequenos das rochas foram moidos, com o auxilio de um almofariz e um pildo
esterilizados, e suspensos com adi¢ao de dgua destilada autoclavada na concentracio de
10!, Dois diferentes volumes de suspensdo de p6 de rocha moidos foram utilizados para
plaqueamento pelo método “Spread Plate” em 3 placas de BDA contendo rifamicina (50
pg/mL) e estreptomicina (50 pg/mL) (RUIBAL et al. 2005; COLLADO et al. 2007 e
ZHANG et al. 2017).

Fungos do guano
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Para realizar o isolamento de fungos encontrados no guano de morcego foi
empregado a técnica de Isolamento Direto para placas com meio BDA e logo apds essas
amostras permaneceram incubadas por 7-14 dias.

Todos os isolados de fungos filamentosos foram quantificados, purificados,
codificados sequencialmente e preservados. Para preservacao, 4 discos de Smm da parte
marginal das colOnias foram cortadas e armazenadas em microtubos com solugdo de
glicerol 10%. As colonias também foram armazenadas pelo método de armazenamento

em Silica Gel em frascos de penicilina e em tubos com meio de cultura (BDA) inclinado.

Os isolados obtidos durante o projeto foram depositados na cole¢do de fungos do
Laboratério de Micologia e Etiologia de Doencgas Fingicas de Plantas do Departamento
de Fitopatologia (UFV) e também depositados na “Colecdo Octavio Almeida
Drummond” (COAD) e HERBARIO VIC, ambas as colecdes pertencentes a
Universidade Federal de Vicosa, Vigosa- MG.

4.4- Identificacao molecular de fungos cavernicolas

O DNA gendmico dos fungos isolados foram extraidos do micélio, obtidos através
de isolamento monospdrico ou pelo método de ponta de hifa, previamente crescidos em
placas com meio BDA+ celofane a 25°C por 7 dias ou dependendo da taxa de crescimento
do isolado. Para isso, o micélio foi macerado em microtubos utilizando o L-Beader-6
(Disruptor de Células). O DNA foi extraido utilizando o kit de purificacio de DNA
gendmico da Promega (“Wizard Genomic DNA Purification Kit”).

A regido ITS (Internal Transcribed Spacer) foi amplificada por PCR (Polymerase
Chain Reaction) utilizando os respectivos pares de oligonucleotideos ITS (ITS5 e LR6)
(WHITE et al. 1990). A reacdo de PCR da regido ITS foi realizada com 12,5 uL. de DNA
Polimerase Dream Taq TM PCR Master Mix 2X (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1
pL de cada primer “forward” e “reverse”, 5 uL de BSA (Bovine serum albumin), 1 uL.
de DMSO (Dimethyl sulfoxide), 2,5 uL de agua livre de nuclease e 2 pL. de DNA
gendmico (25 ng/uL). O controle negativo (branco) foi feito utilizando dgua livre de
nuclease, ao invés do DNA gendmico. A amplificacdo foi realizada com uma
desnaturagdo inicial de 95 °C por 5 min, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C
por 1 min, “annealing” a 49 °C por 2 min, extensdo inicial a 72 °C por 2 min e uma

extensdo final a 72 °C por 10 min.
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Para as regides especificas dos isolados, tais como fragmentos parciais da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase- GAPDH (primer gpd1 e gpd2), os genes do fator
de elongacdo da traducdo 1-a- TEF1 (728F e 986R), actina-ACT (512F e 783R) e sub
unidade IT da RNA Polimerase- RPB2 (5F e 7cR) foram utilizados 18 uLL de DNA
Polimerase Platinum Taq, 0,4 uL de cada primer respectivamente “forward” e “reverse”
e 1,2 uL de DNA gendmico (20 ng/uL). O controle negativo (branco) também foi
realizado para essas combinagdes especificas. A amplificacdo da regido RPB2 foi
realizada com uma desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 min, seguida por 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, o “annealing” das regides GAPDH, TEF1-a, ACT
e RPB2 foi de 54°C, 55°C, 58°C, 52 °C, respectivamente, por 30 segundos e extensao

inicial a 72 °C por 2 min.

Os produtos de PCR, de todas as regides, foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 2% corados com GelRed™ (Biotium Inc., Hayward, CA, U.S.A.) em
tampao TAE (1x) e visualizados sob luz UV, no Fotodocumentador L-Pix, para a
verificacdo da pureza e o tamanho dos fragmentos. Os produtos da amplificacdo foram

purificados e sequenciados pela Macrogen Inc., Coreia do Sul.

As sequéncias de nucleotideos foram visualizadas com o software FinchTV
v.1.4.0 (Geospiza Inc.). Todas as sequéncias foram verificadas manualmente e serdo

disponibilizadas no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As novas

sequéncias foram comparadas com o GenBank utilizando a ferramenta megaBLAST.
Sequéncias de culturas tipo ou de isolados de referéncia, a exemplo das culturas CBS,
foram obtidas do GenBank e incluidas nas analises filogenéticas para identificacdo dos

1solados.

4.5- Identificacao dos fungos e analises filogenéticas

Os fungos isolados foram identificados com base nas caracteristicas morfoldgicas
e nas sequéncias das regides ITS, a principio. O algoritmo BLAST (ALTSCHUL et al.
1997) foi utilizado para selecionar sequéncias de nucleotideos armazenadas no banco de
dados do NCBI (GenBank; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) que apresentem elevada
similaridade com as sequéncias dos fungos isolados.

Cada andlise filogenética consistiu em um alinhamento contendo espécies dos

géneros identificados previamente e uma espécie pertencente a outro género proximo, a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

20

qual foi o membro externo (tdxon “outgroup”) para cada regido/gene. As sequéncias
foram alinhadas utilizando o algoritmo MUSCLE® (EDGAR, 2004) existente no
software MEGA v. 7 (KUMAR et al. 2016). O alinhamento resultante foi depositado no
TreeBase (http://www.treebase.org/treebase-web/user/submissionList.html).

O melhor modelo de substituicdo de nucleotideos para cada regido ou gene foi
determinado utilizando o ModelTest 2.1.7 (DARRIBA et al. 2012), de acordo com os
valores de verossimilhanca. As andlises de Inferéncia Bayesiana (IB) empregando o
método da Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) foram realizadas com todas as
sequéncias para cada regido ou gene individualmente e depois com as sequéncias
concatenadas (ITS, TEF1-a, GAPDH e RPB2). As andlises filogenéticas foram realizadas
no portal CIPRES (Science Gateway V. 3.3 (MILLER et al. 2015) utilizando o software
MrBayes (3.2.7a) Quatro cadeias MCMC foram conduzidas simultaneamente, iniciando
de 4rvores aleatorias até 10.000.000 geragdes. As drvores foram amostradas a cada 1.000
geracdes, resultando em 10.001 4rvores. As primeiras 2.500 arvores foram descartadas
como a fase “burn-in” de cada analise. Os valores de probabilidade posterior (RANNALA
& YANG, 1996) foram determinados da drvore consenso que serd gerada a partir das
arvores remanescentes. A arvore foi visualizada no FigTree (RAMBAUT, 2016) e

exportada para programas graficos.

4.6- Estudos morfologicos

Um isolado representativo de cada clado identificado nas anélises filogenéticas
foi utilizado para a caracterizagdo morfoldgica. Os isolados foram repicados para trés
meios diferentes (SAMSON ef al. 2010): SNA dgar, OA- oatmeal agar (aveia dgar), dgar
batata cenoura (BCA), dgar extrato de malte (MEA, Oxoid) e incubado no escuro a 25°C

por 7 dias.

Microculturas foram montadas e incubadas por 7-14 dias a uma temperatura de
26°C e ap0s a esporulacao foi realizada a confec¢do manual de laminas em lactoglicerol
para visualizagdo em microscopio de luz (OLYMPUS CX 31). Imagens foram obtidas
através de um microscopio de luz, Olympus BX 53, equipado com uma camera digital
(OLYMPUS Q-Color5™). Pelo menos, trinta medi¢des de todos os caracteres

morfolégicos relevantes, tais como conidiéforos, células conidiogénicas e conidios,
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foram realizadas utilizando o software cellSens Dimension 1,9 (OLYMPUS), para
confirmar a identificac@o da espécie.

Com base nos dados moleculares e auxilio de chaves dicotdmicas os géneros
foram identificados. Apds a determinagcdo do género, a descricdo morfométrica dos
isolados foi comparada as descricoes de espécies ja descritas para a confirmacdo da

espécie (quando possivel apenas por morfologia).

Resultados e Discussao

Um total de 115 isolados de fungos filamentosos foram obtidos, sendo: 53
provenientes do ar, 55 provenientes do solo, 5 provenientes de rocha e 2 provenientes de
guano de morcegos. Para identificacdo a nivel de espécie, foram selecionados os géneros
pertencentes ao filo Zygomycota e os representantes pigmentados do filo Ascomycota e
com presenca de estruturas reprodutivas, representados por um total de 9 isolados

pertencentes aos géneros Chaetomium, Curvularia, Claposporium e Mucor (Tabela 1).

Quadro 1: Numero total de isolados obtidos.

ISOLADOS CODIGO GENERO SUBSTRATO COAD
(CDA)
MCA 27A 2627 Curvularia ar 3107
MCA 32C 2632 Cladosporium ar 3108
MCA 36D 2633 Curvularia ar 3109
MCG 38.2 2635 Chaetomium guano 3110
MCS 16D10-3 2652 Chaetomium solo 3113
MCS 11D10-D 2719 Cladosporium solo 3116
MCG 38.1 2738 Mucor guano 3117
MCA 29A 2739 Curvularia ar 3118
MCS 11E!%D 2796 Chaetomium solo 3119

5.1- Taxonomia e filogenia

Isolados COAD 3110 e COAD 3113 (propostos como género novo).

Sordariomycetes, Sordariales, Chaetomiaceae

Hifas hialinas, septadas, ramificados e lisas. Conidios formados em células
conidiogénicas ndo especializadas, semelhantes as hifas, marrom escuro nas bordas e

mais claro no interior, lisos e asseptados. Estrutura reprodutiva sexuada niao observada.
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Isolados COAD 3110 e COAD 3113 (a ser proposto como uma espécie nova)  (Fig. 3)

Hifas hialinas, septadas, ramificadas, lisas,1,65-4,0 um de didmetro. Conidios marrons
quando maduros, ovais, de parede espessa, truncado na base, dpice arredondado, 12,0-

18,0 x 12,0-18,0 um, com poro germinativo apical.

Caracteristicas da cultura: Colonias em OA com borda inteira, espalhando-se
rapidamente, alcancando 27 mm de didmetro em 7 d a 25° C, com hifas aéreas de cinza
escuro a negras. Colonias em MEA com uma borda inteira, alcancando 50 mm de

diametro em 7 d a 25° C, hifas aéreas de cinza escuro a negras.

Materiais examinados: Brasile Minas Gerais, Diamantina; julho de 2019; habitat: Caverna
Monte Cristo; material: guano de morcego e solo. VIC 47486 (material herborizado),

COAD 3110 (Silica gel e glicerol).

Brasile Minas Gerais, Diamantina; julho de 2019; habitat: Gruta Monte Cristo; material:

guano de morcego e solo. COAD 3113 (Silica gel e glicerol).
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Figura 3: Chaetomiaceae (COAD 3110) A-B. Col6nia em meio MEA; C-D. Col6nia em meio OA;
E-G. Hifas, conidi6foros e conidios; H. Conidios. Barras: 10 pm.
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Lasiosphaeriacead

Podasporacead]

Lasiosphaeriaceag]

basicola CBS

Figura 4: Arvore filogenética concatenada de representantes pertencentes a ordem Sordariales obtida pelo
método de Inferé€ncia Bayesiana utilizando sequéncias das regides génicas ITS e RPB2. Os valores de
probabilidade posterior sdo indicados préximos aos nés. Os isolados obtidos neste estudo estdo destacados em

negrito. A drvore foi enraizada com o ex-type de Berkeleyomyces basicola (CBS 341 33).
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Floropitus chiversii CBS 558 80T

2 CBS 276 74T

omycetomatis CBS 217 55

‘Podospora fimicofa CBS 482 64T : B H_T

Figura 5: Arvore filogenética concatenada dos principais de géneros dentro da familia Chaetomiaceae obtida
pelo método de Inferéncia Bayesiana utilizando sequéncias das regides gé€nicas ITS e RPB2. Os valores de
probabilidade posterior sdo indicados proximos aos nés. Os isolados obtidos neste estudo estdo destacados

em negrito. A arvore foi enraizada com sequéncias do ex-type de Podospora fimicola (CBS 482.64).
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Gen. nov.

vatdsp_ora brasiliensis CBS 130174
Ovatospora brasiliensis CBS 140 50

11 Ovatospora senegalensis CBS 728 84
Ovatospora senegalensis CBS 798 83

Ovatospora unipora CBS 109 83

Chaetomium elatum DTO 318 H9

Chaetomium elatum DTO 319 B3

Chaetomium tenue CBS 138 38
Chaetomium tenue CBS 139 38

- Chaetomium globisporum CBS 108 83
I*
0,89 Chrysocorona lucknowensis CBS 385 66
006 _ﬂlicmysocomna lucknowensis CBS 562 67

Chrysocorona lucknowensis CBS 727 71T

Podospora fimicol

Figura 6: Arvore filogenética concatenada com representantes dos principais de géneros dentro da
familia Chaetomiaceae obtida pelo método de Inferéncia Bayesiana utilizando sequéncias das regides
génicas ITS e RPB2. Os valores de probabilidade posterior sdo indicados proximos aos nds. Os isolados
obtidos neste estudo estdo destacados em negrito. A arvore foi enraizada com o ex-type de Podospora

fimicola (CBS 482 64).

O género Chaetomium foi descrito em 1817 por Gustav Kunze e segundo
Rodriguez et al. (2002) € um dos maiores grupos de Ascomycota saprofiticos, com mais
de 300 espécies, pertencente a classe Sordariomycetes, ordem Sordariales, familia
Chaetomiaceae. Estd presente principalmente no solo, serapilheira e plantas (rizosfera)
(PROKHOROV & LINNIK, 2009). As espécies do género Chaetomium sdo capazes de
colonizar vérios substratos e também sdo conhecidos por sua capacidade de degradar
celulose e de produzir uma variedade de metabdlitos bioativos. Algumas dessas espécies
foram descritas como importantes alérgenos inalantes, como por exemplo, sintomas de

rinite e asma, devido a producdo de micotoxinas (compostos organicos voldteis
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microbianos), bem como a liberacdo de ascésporos e fragmentos de hifas no ambiente
(GONIANAKIS et al. 2005; APETREI et al. 2009; POLIZZI et al. 2009; MASON et al.
2010; ANDERSEN et al. 2011; MILLER & MCMULLIN. 2014). O género Chaetomium
€ caracterizado pela presencga de peritécios formados superficialmente circundados por
pélos ascomatais longos, escuros e rigidos. As espécies de Chaetomium sdo diferenciadas
por caracteristicas morfoldgicas tais como: o tipo de pélo ascomatal ereto, flexuoso ou
globoso enrolado (UDAGAWA, 1979); caracteristica da colonia (PETCHARAT &
SOYTONG, 1991); ascoma ostiolado com parede peritecial membrandcea coberto por
pelos relativamente bem desenvolvidos; asco evanescente e unicelular, ligeiramente
fusiforme ou clavado; ascésporo limoniforme ou ovalado com um poro germinativo
apical (WANG et al. 2016) (AMES, 1963; VON ARX et al. 1986).

Com base nas andlises filogenéticas preliminares, os isolados COAD 3110 e
COAD 3113 agruparam-se com membros da ordem Sordariales, mais especificamente
como pertencentes a familia Chaetomiaceae (Fig. 4). Entretanto, quando inseridos nas
andlises incluindo diferentes géneros de Chaetomiaceae (Fig. 5) e diferentes espécies
pertencentes ao género Chaetomium sensu stricto € géneros afins como Amesia,
Ovatospora, Humicola e Thielavia (Fig 6), os isolados agruparam-se separadamente de
todos os géneros descritos de Chaetomiaceae, com base nessas andlises, os isolados
COAD 3110 e COAD 3113 serdo descritos como pertencente a um género novo dentro
de Chaetomiaceae. Os isolados a serem propostos com pertencentes a um género novo
agruparam formando um clado irmdo com Crassicarpon thermophilum (Fig. 6).
Entretanto, C. thermophilum forma conidios hialinos, tornando-se rosa e posteriormente
marrom escuros, presenca de fase sexuada (FERGUS & SINDEN), ao contririo de
COAD 3110 e COAD 3117 que possuem conidios totalmente em um tom de marrom
claro a marrom escuro. O possivel género novo é morfologicamente semelhante aos
géneros Ovastospora e Humicola, entretanto diferencia-se filogeneticamente destes (Fig.

6).

Cladosporium sp. COAD 3108 (a ser proposto como nova espécie)

Dothideomycetes, Capnodiales, Cladosporiaceae. (Fig. 7)
Micélio superficial e imerso, composto e septado, ramificado, 1,05-4,40 um de largura,
sub-hialino a marrom claro, liso e com paredes espessas, hifas com anastomose em sua

maioria. Conidiéforos eretos, cilindricos, nao nodulares, geniculados, septados,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Dothideomycetes
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dothideomycetes
https://pt.wikipedia.org/wiki/Capnodiales
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Davidiellaceae&action=edit&redlink=1
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geralmente ramificado, de 17,24-62,97 um comprimento ¢ 1,20-4,61 um de largura,
marrom-claro a marrom-escuro, ligeiramente dsperos para verruculosos em direcdo a
base. Células conidiogénicas terminais e intercalares, cilindricas ou subcilindricas, 3,48-
18,50 x 1,10-4,19 pm, frequentemente com um &pice inchado, locos conidiogénicos
espessados e escurecidos; ramoconidios nao septados, cilindricos, 1,77-11,27 x 0,51-
3,08 um, marrom-claro, lisos, com cicatrizes conidiais protuberantes; conidios formando
cadeias curtas e ramificadas, liso, reticulado; terminal pequeno de conidios oval a
elipsoidal, 1,51-7,29 x 0,99-3,32 um, sub-hialino; ramoconidios secundérios elipsoidal

a subcilindrica, geralmente atenuada na centro, 2,46-12,16 x 1,34-4,81 um.

Caracteristica da cultura: Colonias em meio BDA atingindo uma média de 23,67 mm de
diametro apds 14 dias a 25° C, verde oliva nas bordas e verde-acinzentados em sem
interior, plano ou dobrado, algodonoso, micélio aéreo abundante; reverso: tom de cinza
claro para marrom bem escuro. No SNA atingindo uma média de 17,87 mm ap6s 14 dias
em 25 ° C, cinza-esverdeado em suas bordas a um cinza-escuro em seu interior, aveludado

a granulado, micélio aéreo escasso, reverso: tom de cinza escuro para cinza quase preto.

Material examinado: BRASILe Minas Gerais, Diamantina; julho de 2019; habitat: Gruta
Monte Cristo; material: ar. VIC 47485 (material herborizado), COAD 3108 (Silica gel e

glicerol).

Cladosporium anthropophilium Sandoval-Denis, Gené & Wiederhold, Persoonia (2016)
(Fig. 8)

Conidiéforos eretos, cilindricos, ndo nodulares, geniculado, septado, geralmente
ramificado, de 22,99-70,62 um comprimento e 2,78-7,37 um de largura, sub-hialino,
ligeiramente dspero para verruculose em direcdo a base, com espessamento e refracdao
parede. Células conidiogénicas terminais e intercalares, cilindricas ou subcilindrico,
12,40-28,49 x 2,27-4,72 um, locos conidiogénicos espessados € um tanto escurecidos.
Ramoconidios ndo septado, cilindrico, 17,49-26,68 x 2.31-4.69 um, sub-hialino, lisas,
com cicatrizes conidiais protuberantes, espessadas e escurecido. Conidios formando
cadeias curtas ramificadas, ndo septato, liso ou rugoso; terminal pequeno de conidios oval
a elipsoidal, 4,22-6,74 x 2,13-4,65 pum, sub-hialino; conidios intercalares limoniformes
para elipsoidal, 4,5-11 x 2-3 pm, verde-claro; ramoconidios secunddrios septados,

elipsoidal a subcilindrica, geralmente atenuada no centro, 6,83-28,57 x 2,13-5,24 pm.
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Caracteristicas da cultura: Em SNA atingindo uma média de 67,93 mm apds 14 dias em
25° C, em um tom de verde oliva, plano, granulado, micélio aéreo abundante; reverso
cinza claro; micélio superficial e imerso, composto e septado, ramificado, 2,97-5,08 um

de largura, sub-hialino a verde claro, liso e com paredes espessas.

Material examinado: BRASILe Minas Gerais, Diamantina; julho de 2019; habitat: Gruta
Monte Cristo; material: solo. COAD 3116 (Silica gel e glicerol).
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Figura 7: Cladosporium sp. (COAD 3108) A-B. Colonia em BDA; C-D. Colonia em SNA; E.
Hifas passando por processo de anastomose; F. Conidi6foro, célula conidiogénica, ramoconidios
e conidios secundarios; G. Ramoconideos, conidios secunddrios e conidios; H. Conidios. Barras
=10 pm.



Figura 8: Cladosporium anthropophilium (COAD 3116) A-B. Coldnia em SNA; C-E. Conidiéforo,
célula conidiogénica, ramoconidios e conidios secundarios; F-G. Conidios. Barras =10 pm.
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Bayesiana utilizando sequéncias das regides génicas ITS, TEF1-a e ACT. Os valores de probabilidade
posterior sdo indicados proximos aos nés. Os isolados obtidos neste estudo estdo destacados em negrito. A

arvore foi enraizada com Cladosporium herbarum CBS 121621T. T = material ex-type.
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Os fungos pertencentes ao género Cladosporium Link (1816: 37) sdo
pertencentes ao filo Ascomycota (Cladosporiaceae, Capnodiales) e t€m uma distribuicao
mundial (POTIN et al. 2004) com espécies ocorrendo em varios substratos, como por
exemplo: solo, folhas, madeira, alimentos e té€xteis (CROUS et al. 2007, BENSCH et al.
2012, MA et al. 2017, CROUS et al. 2018). As espécies do género Cladosporium podem
ser saprofitas, fitopatogénicas, patogénicas em humanos e animais, hiperparasitas ou
endofiticas, e elas t&ém potencial para serem utilizadas como agentes de controle bioldgico
de outros fungos, como os causadores de ferrugens, ou de insetos pragas (HAMILTON,
1959; ABDEL-BAKY & ABDEL-SALAM, 2003; BENSCH et al. 2012; KOHL et al.
2015; TORRES et al. 2017). Algumas espécies podem habitar ambientes indspitos, sendo
halofilicas, halotolerantes ou exibirem tolerdncia moderada a alcaléides (ZALAR et al.
2007; BENSCH et al. 2012; GRUM-GRZHIMAYLO et al. 2016). De acordo com alguns
estudos, espécies de Cladosporium possuem os esporos mais encontrados em abundancia
no meio ambiente (FERNANDEZ-CORTES et al. 2001; PORCA et al. 2011; OGOREK
2014). Outras espécies do género também sdo encontradas em cavernas (LARSEN e
GRAVESEN. 1991; STE,PALSKA et al. 1999; PUSZ et al. 2014; VANDERWOLF et
al. 2013). Virias espécies de Cladosporium sao relatadas em ambientes fechados e

amostras clinicas (SANDOVAL-DENIS et al. 2016; BENSCH er al. 2018).

Espécies do género Cladosporium possuem conidiogénese holoblédstica com
conidios amero ou fragmosporicos formados em grupos ndo ramificados ou em cadeias
acropetais ramificadas (BENSCH er al. 2012). As principais caracteristicas que
distinguem Cladosporium de outros géneros relacionados sdo a estrutura Unica de seus
locos conidiogénicos e hilos conidiais, ambos sdo coronados, definidos como
protuberante com uma cupula convexa central cercada por uma borda periclinal elevada
(DAVID, 1997; BRAUN et al. 2003; CROUS et al. 2007; BENSCH et al. 2012, 2018).
Morfologicamente, sdo caracterizados pelos ramoconidios, ramoconidios secundarios,
conidios intercalares e pequenos conidios terminais (SCHUBERT et al. 2007). Estudos
recentes tém apresentado abordagens polifdsicas realizadas para delimitar os trés
complexos de espécies, Cladosporium herbaum (SCHUBERT et al 2007),
Cladosporium sphaerospermum (DUGAN et al. 2008) e Cladosporium cladosporioides
(BENSCH et al. 2010).

Um dos primeiros trabalhos moleculares envolvendo a taxonomia de

Cladosporium com base em ITS e SSU foi realizado por Braun et al. (2003). Crous et al.
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(2007) delimitou os géneros morfologicamente semelhantes a Cladosporium utilizando
como base sua morfologia e filogenia molecular com base em LSU. Em um estudo
abrangente de Cladosporium sensu lato que foi fornecido por Bensch et al. (2012), onde
que com base nas caracteristicas morfolégicas e com dados moleculares combinados de
ITS, ACT e sequéncia TEF1-a, ¢ possivel distinguir espécies de Cladosporium. Em seu
estudo, 993 nomes atribuidos a Cladosporium sensu lato sao tratados e 169 nomes foram
reconhecidos em Cladosporium sensu stricto. Bensch et al. (2015) introduziu os trés
principais complexos de espécies em Cladosporium, ou seja, C. cladosporioides, C.
herbarum e C. sphaerospermum, descrevendo 19 novas espécies. Neste estudo, a
filogenia molecular de Cladosporium foi realizada com base em ITS, TEF1-a e ACT e
complementadas com caracteristicas morfolégicas (BENSCH et al. 2010, 2015). Embora
que a regido ITS seja considerada o barcode do DNA para muitos fungos (SCHOCH et
al. 2012), esta regido tem um limite na resolucdo para a identificacdo espécies de
Cladosporium (BENSCH et al. 2010, 2015; TORRES et al. 2017; BENSCH et al. 2018).
Portanto, € necessario fazer essa combinagdo com outras regides (SANDOVAL-DENIS
et al. 2016; MARIN-FELIX et al. 2017; TORRES et al. 2017) como ja citadas. A actina
foi a regido com melhor suporte filogenético para distinguir as espécies. No total, duas
espécies (COAD 3108T e COAD 3116) foram identificadas neste estudo, ambas
pertencentes ao complexo C. cladosporioides (ap6s terem sidos geradas drvores com a
regido ITS envolvendo todos os isolados pertencentes aos trés complexos, dados ndo
mostrados).

A partir do resultado das 4arvores filogenéticas concatenadas geradas por
inferéncia bayesiana, mostrou que o isolado COAD 3108T (Fig.9) ndo agrupou com
nenhuma espécie conhecida dentro do complexo, dessa forma o isolado COAD 3108T
serd proposto como uma nova espécie. O isolado COAD 3108T acabou agrupando
préximo do isolado Cladosporium alboflavescens (SANDOVAL-DENIS, GENE &
CANO, sp. nov.). COAD 3108T é morfologicamente semelhante a C. alboflavescens. No
entanto, a nova espécie difere principalmente de C. alboflavescens por suas estruturas
vegetativas, um tom de marrom para o isolado COAD 3108T e um tom de verde-pélido
para C. alboflavescens; cor de suas colOnias, sendo que COAD 3108T em BDA apresenta
um tom de verde oliva a verde-acinzentado e em SNA um tom de cinza-esverdeado a
cinza bem escuro e ja C. alboflavescens um tom de cinza olivicea. COAD 3108T e C.
alboflavescens difere na formacdo de cadeias conidiais também, sendo mais longas em

C. alboflavescens e mais curta em COAD 3108T
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O isolado COAD 3116 (Fig. 9) agrupou com uma espécie ja conhecida, sendo essa
espécie C. anthropophilium UTHSC 13.226 e formando um clado irmdo com a espécie-
Tipo C. anthropophilium CBS 140685T. Cladosporium anthropophilum (SANDOVAL-
DENIS, GENE & WIEDERHOLD) é provavelmente um fungo saprofitico, mas devido
ao numero de isolados encontrados em fluidos corporais humanos e animais, eles também
podem representar um fungo clinicamente relevante (SANDOVAL-DENIS et al. 2016).
Esta espécie tem como morfologia caracteristicas conididforos mais longos (até 438 um)
e conidios terminais ovais paraelipsoidal (SANDOVAL-DENIS et al. 2016). Apesar dos
dois isolados introduzido aqui, a colec@o de isolados também significou que o conceito
de hospedeiros e distribuicdes de algumas espécies pode ser expandido. Os isolados
apresentados nesse estudo sdo exemplos de dois diferentes substratos do interior da
caverna. Sendo o isolado COAD 3108T coletado do ar e o isolado COAD 3116 coletado
do solo. Segundo alguns estudos ja publicados, como o de Zhang (2020), C.
anthropophilum ja foi relatado em ambientes cavernicolas (JIANG et al. (2017a, b)).
Isolados de C. anthropophilum ja foram relatados no Brasil, mas ndo em cavernas
brasileiras, sendo considerado em nosso estudo o primeiro relato dessa espécie em uma

caverna no Brasil.

Curvularia sp. COAD 3107 e COAD 3118 (a serem propostos como nova espécie)

Dothideomycetes, Pleosporales, Pleosporaceae. (Fig. 10)

Hifas sub-hialinas a marrom-claro, lisas, septadas, 1,36-4,76 pm de largura. Conidiéforos
mononematosos a macronematoso, eretos, flexuosos, geniculado em dire¢do ao 4pice,
uniformemente marrom claro a um tom de marrom escuro, septado, 28,40-199,02 um de
comprimento e 1,85-6,88 um de largura, 6-8 um diametro. Células conidiogénicas
integradas, terminais ou intercalares, com proliferacdo simpodial, marrom claro a
marrom-escuro, lisas, mono ou politréticas, com cicatrizes escurecidas, 7,72-36,23 x
1,83-4,30 um diametro. Conidios elipsoidais, curvos, a terceira célula da base inchada,
células finais um pouco mais palidas, lisas, 10,52-29,31 x 3,16-15,87 um, marrom claro
a marrom, presenca de 3 a 4 distoseptos sendo que a presenca de 4 distoseptos na maioria

das vezes. Hila conspicua, as vezes ligeiramente protuberante.


https://en.wikipedia.org/wiki/Dothideomycetes
https://en.wikipedia.org/wiki/Pleosporales
https://en.wikipedia.org/wiki/Pleosporaceae

36

Caracteristicas da cultura: Coldnias em meio BDA em média de 53,30 mm didmetro,
respectivamente, apds 7 dias a 25° C, margem fimbriada, verde oliviceaa marrom-claro,

com algum micélio aéreo.

Material examinado: Brasile Minas Gerais, Diamantina; julho de 2019; habitat: Gruta
Monte Cristo; material: ar. VIC 47484 (material herborizado). COAD 3107 (Silica gel e

glicerol).

Brasile Minas Gerais, Diamantina; julho de 2019; habitat: Gruta Monte Cristo; material:

ar. COAD 3118 (Silica gel e glicerol).

Curvularia warrabererensis Y .P. Tan & R.G. Shivas. (Fig. 11)

Hifas sub-hialinas, lisas, septadas, 1,88-3,02 pum de largura. Conidiéforos eretos,
flexuosos, geniculado em dire¢do ao dpice, uniformemente marrom claro a um tom de
marrom, septado, 31,11-80,92 um de comprimento e 2,12-3,33 um de largura, células
basais as vezes inchadas, 6-8 um diametro. Células conidiogénicas integradas, terminais
ou intercalares, com proliferacdo simpodial, marrom claro a marrom, lisas, mono ou
politréticas, com cicatrizes escurecidas, 3,02-20,03 x 2,02-3,32 um diametro. Conidios
elipsoidais, curvos, a terceira célula da base inchada, células finais um pouco mais
palidas, lisas, 8,09-17,59 x 4,24-7,22 um, marrom claro a marrom, presenca de 3

distoseptos. Hila conspicua, as vezes ligeiramente protuberante.

Caracteristicas da cultura: Colonias em meio BDA em média de 18,55 mm didmetro apos

7 dias a 25° C, margem fimbriada, verde olivdcea, velutinoso com algum micélio aéreo.

Material examinado: BRASILe Minas Gerais, Diamantina; julho de 2019; habitat: Gruta
Monte Cristo; material: ar. COAD 3109 (Silica gel e glicerol). .



Figura 10: Curvularia sp. (COAD 3107) A-B. Colonia em BDA; C-D. Micélio e conidios; E-
F. Conididforo ereto; G. Conidios germinando; H. Conidios de trés a quatro septos. Barras= 10
pm.
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Figura 11: Curvularia warrabererensis (COAD 3109) A-B. Colénia em BDA; C-D. Micélio e
conidios; E-G. Conidi6foro ereto; H-I. Conidios germinando; J. Conidios de trés septos. Barras de

escala =10 pm.
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Figura 12: Arvore filogenética concatenada do género Curvularia obtida pelo método Inferéncia
Bayesiana utilizando sequéncias das regides génicas ITS, GAPDH e TEFI-a. Os valores de
probabilidade posterior sdo indicados préximos aos nds. Os isolados obtidos neste estudo estdo

destacados em negrito. A arvore foi enraizada com Bipolaris maydis CBS 136.29T. T = material ex-
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O género Curvularia apresenta uma distribuicdo mundial que inclui desde
patégenos a saprofitos e em uma ampla gama de hospedeiros vegetais. As espécies de
Curvularia ocorrem principalmente em membros da familia Poaceae e que representam
patdégenos importantes em gramineas e em culturas bdsicas, incluindo arroz, milho, trigo
e sorgo. (SIVANESAN, 1987; MANAMGODA et al. 2015; MARIN-FELIX et al. 2017a,
b; TAN et al. 2018). Curvularia também inclui alguns patdgenos emergentes oportunistas
em seres humanos e que causam infec¢des no trato respiratério, infecgdes cutdneas,
cerebrais e da cdrnea, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Curvularia
também podem ser encontradas em diversos substratos tais como, o ar (C. aeria e C.
pallescens; MANAMGODA et al. 2015), ambientes aquaticos (C. robusta e C.
senegalensis; VERMA et al. 2013) e principalmente no solo (C. soli e C. spicifera;
MARIN-FELIX et al. 2017a; TAN et al. 2018).

As espécies de Curvularia sdo caracterizadas pela producdo de conidios marrom
distoseptados, geralmente com células terminais mais claras e células intermedidrias
excessivamente aumentadas, o que contribui para sua curvatura caracteristica. A
curvatura dos conidios € a principal diferenca para o género semelhante, Bipolaris. Em
Bipolaris, geralmente os conidios também sdo mais longos do que em Curvularia
(SIVANESAN. 1987; MARIN-FELIX et al. 2017a). A tdnica diferenca € a presenca de
estroma em algumas espécies de Curvularia, uma caracteristica ndo observada em
Bipolaris (MANAMGODA et al. 2012). A forma sexual raramente € encontrada na
natureza e dificil de induzir em cultura, e de valor limitado para distinguir Bipolaris e
Curvularia (MANAMGODA et al. 2014, 2015). As espécies de Curvularia e Bipolaris
sdo, portanto, diferenciado principalmente com base em suas formas assexuadas
(MARIN-FELIX et al. 2017a). O género Curvularia é um género bem delineado com
base em dados moleculares (MANAMGODA et al. 2015, MARIN-FELIX et al. 2017a).
Entretanto, somente com as caracteristicas morfoldgicas e as andlises do barcode ITS sdo,
muitas das vezes, insuficientes para identificar com precisdo as espécies de Curvularia.
Sendo assim, a andlise de sequéncia multi-locus de marcadores de genes diferentes (ou
seja, ITS, LSU, GAPDH, rpb2 e TEF1-0) € usada para estudar a diversidade de espécies
em Curvularia e relagdes filogénicas com outros géneros semelhantes (HERNANDEZ-
RESTREPO et al. 2018; MANAMGODA et al. 2012, 2015; MADRID et al. 2014;
MARIN-FELIX et al. 2017a, 2017b; TAN et al. 2018). E segundo Marin-Felix et al.
(2017a) considerou que as regides ITS, GAPDH e TEF1-a como os barcode de DNA para
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delineamento de espécies no género, embora o ITS e GAPDH por si s6 também podem
resolver a maioria dos taxa em Curvularia (MANAMGODA et al. 2015). Durante os
ultimos anos, varias novas espécies de Curvularia foram introduzidas (HYDE et al. 2017;
MARIN-FELIX et al. 2017a, 2017b; DEHDARI et al. 2018; HEIDARI et al. 2018;
LIANG et al. 2018; MEHRABI-KOUSHKI ef al. 2018; TAN et al. 2018; TIBPROMMA
et al. 2018; KISS et al. 2019; RAZA et al. 2019; ZHANG et al. 2020). As espécies em
ambos os géneros apresentam morfologia intermedidria, tornando os dados de sequéncia
necessdrios para delinear ambos os géneros. E em estudos filogenéticos recentes baseados
em ITS, GAPDH e TEFl-a demonstraram que algumas espécies classificadas em
Bipolaris pertencia a Curvularia, e vice-versa (MANAMGODA et al. 2014, 2015; TAN
et al. 2014). Por isso a importincia da utilizagdo dessa sequéncia multi-locus de

marcadores para Curvularia como foi descrita por Marin-Felix e colaboradores (2017a).

Portanto, a partir do resultado final das arvores filogenéticas concatenadas geradas
por inferéncia, a drvore resultante mostrou que os isolados COAD 3107T e COAD 3118
ndo agruparam com nenhuma espécie até hoje descrita (Fig. 12), por essa razdo acredita-
se na proposta de uma espécie nova. COAD 3107T e COAD 3118 formou um clado
irmao com C. verruciformis CBS 537.75 (G.P. AGARWAL e V.P. Sahni, Curr. Sci. 32:
277 (1963)). A espécie Curvularia verruciformis causa podriddo da raiz do trigo na India
(AGARWAL & SAHNI, 1963). Os isolados COAD 3107T e COAD 3118 sao
morfologicamente semelhantes a C. verruciformis, C. verrucosa e C. verruculosa ja que
as quatro espécies produzem um conidio verrucoso. No entanto, eles diferem no nimero
de septos conidiais, sendo principalmente 3 distoseptos em C. verruculosa e 4 distoseptos
em C. verruciformis e C. verrucosa (ELLIS, 1966; SIVANESAN, 1992) e COAD 3107T
e COAD 3118. Os conidios em C. verruciformis tendem a ser mais geniculados o que
torna a longitude dos conidios mais curta do que nos isolados COAD 3107T e COAD
3118 que apresentam ser menos geniculados. Filogeneticamente, as espécies C. verrucosa
e C. verruculosa estao muito distantes de COAD 3107T e COAD 3118 e C. verruciformis
CBS 537.75 (Fig. 12).

Ja o isolado COAD 3109 foi agrupado sendo pertencente a espécie Curvularia
warraberensis (Fig. 12) (Australia, Queensland, Torres Strait, Warraber Island, from leaf
spot on Dactyloctenium aegyptium, 2 Jun. 1985, R.A. Peterson (holotype BRIP 14817,
includes ex-type culture). Curvularia warraberensis tem conidiéforos mais longos do que

C. caricae-papayae (até 100 um de comprimento, SRIVASTAVA & BILGRAMI, 1963)
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e conidios mais longos do que C. caricae-papayae (12,8-18,0 x 6-8 um) e C. prasadii
(12,8-18,0 x 6-8 ym, MATHUR & MATHUR, 1959).0 género Curvularia é relatado em
estudos da microbiota em cavernas como o de Zhang (2020), dentre algumas das espécies
jé relatadas estdo: C. brachyspora, C. eragrostidis, C. hawaiiensis e C. senegalensis
(VANDERWOLF et al. 2013). Sendo que C. warraberensis foi relatado pela primeira
vez em nosso estudo em cavernas, por essa razao acredita-se que o isolado deste estudo

seja o primeiro relato dessa espécie em cavernas brasileiras e do mundo.

Mucor variicolumellatus L. Wagner & G. Walther. (Fig. 13)

Rizoides presentes, ligeiramente ramificados, at¢ 32 pm de comprimento, hialinos.
Esporangioforos, hialinos a ligeiramente cinza palidos, de 27,98-54,92 x 1,05-2,09 pm
diametro, ramificados repetidamente simpodialmente, com ramos longos ou curtos,
eretos, alguns ligeiramente curvos, de paredes lisas. Esporangio inicialmente hialino a
laranja claro, entdo se tornando um cinza amarronzado a cinza escuro, globoso, 20-90 (-
107) um de diametro, parede deliquescente. Columelas hialinas, frequentemente
globosas, obovéide, oval e em forma de morango, 4,19-6,25 x 3,98-5,75 um de diametro,
raramente elipsoidal a cilindrico 22-33,5 x 20-30, e conico 20-30 x 13-25 um, de parede
lisa, com colar comumente observado. Esporangiésporos hialinos, de tamanho varidvel,
elipsoidal, 2,60-3,95 x 2,38-3,83 um de didmetro, parede finas, hialinas. Clamid6sporos
intercalados, isoladamente, em pares ou em cadeias, elipsoidal ou elipsoidal alongada,
11,3-36,6 x 7-17,2 um. Zigdsporos nao observados. Colonias em BDA cinza com um tom

de marrom; reverso com setores amarelo-laranja.

Caracteristicas da cultura: ColOnias inicialmente brancas, depois se transformando em um
cinza claro, algodonoso, colonizando toda a placa de Petri (90 cm didmetro) e tocando a

tampa da placa, a 25° C, em MEA

Material examinado: Brasile Minas Gerais, Diamantina; julho de 2019; habitat: Gruta

Monte Cristo; material: guano de morcego. COAD 3117 (Silica gel e glicerol).



Figura 13: Mucor variicolumellatus (COAD 3117) A-B. Colonia em BDA; C-D. Colonia em
MEA; E. Esporangi6foro ndo ramificado com columela e esporangidsporos; F. Columela; G.
esporangiosporos. Barras de escala= 10 pm.
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Figura 14: Arvore filogenética concatenada do género Mucor obtida pelo método Inferéncia Bayesiana
utilizando sequéncias da regido génica de ITS. Os valores de probabilidade posterior sdo indicados
proximos aos nés. O isolado obtido neste estudo estd destacado em negrito. A drvore foi enraizada com

Mucor odoranatus CBS 130.41. T = material ex-type.



45

O género Mucor pertence a um grupo filogeneticamente antigo de fungos
pertencentes aos “primeiros fungos divergentes” (SPATAFORA et al. 2017). O género
Mucor inclui mais de 80 espécies cosmopolitas e pertencente ao subfilo Mucoromycotina
(HIBBETT et al. 2007), ordem Mucorales, familia Mucoraceae (BENNY GL et al. 2005)
e contém muitas espécies coproéfilas e nao coprofilas (VOIGT K et al. 2016). As espécies
do género Mucor sdo caracterizadas pela formacao de um esporangio nao apofisado em
esporangi6foros simples ou ramificados e por zigésporos que sdo carregados em opostos
(SCHIPPER M et al. 1978) ou suspensores do tipo pinca (WALTHER G et al. 2013). As
espécies de Mucor foram identificadas tradicionalmente por suas caracteristicas
morfoldgicas, como o tamanho e a forma de seus esporangios e seu modo de reprodugio.
Recentemente, alguns dados moleculares revelaram a posicao filogenética de Mucor e a
relacdo entre suas espécies (WALTHER G et al. 2013) com base na filogenia de ITS e
regidoes de rDNA de subunidade grande de vérias espécies mucoraleanas. As espécies de
Mucor sao comuns e predominantemente saprotréficas (KRUG JC et al. 2004). Ubiquo
na sua distribuicdo, tdxons do género Mucor foram isolados em amostras de solo, esterco,
frutas em decomposi¢do e materiais de plantas mortas (WHITE MM et al. 2006)
(MADDEN AA et al. 2012) bem como vérios parasitas em plantas e outros fungos. As
espécies de Mucor sdo particularmente valorizadas por seu crescimento rapido, novas
vias metabdlicas e a capacidade para produzir enzimas (ALVES MH et al. 2002).
Segundo os trabalhos de Walther ef al. 2013, ele propds o uso da regido ITS como um
marcador padrio para a andlise de sequéncia de espécies Mucor.

Com base no resultado da arvore filogenética de inferéncia bayesiana obtidos a
partir das sequéncias ITS das espécies e outras espécies estreitamente relacionadas
mostrou que o isolado trabalhado nesse estudo (COAD 3117) foi agrupado juntamente a
espécie recentemente descrita por Wagner & G. Walther Mucor variicolumellatus (Fig.
14). Na arvore resultante, o isolado forma um clado irmao juntos com os isolados M.
ramosissimus CBS 135.65 e os dois isolados de M. lusitanicus CBS 108.19 e CBS
111.229. O complexo Mucor circinelloides, conforme definido por Walther ez al. (2013),
atualmente compreende 14 espécies reconhecidas, incluindo M. variicolumellatus. Mucor
variicolumellatus foi relatado anteriormente por Zycha (1935) em um Tremella Dill. ex
L. carpophore e foi erroneamente identificado como M. fragilis Bainier. Wagner et al.
(2019) descreveu a nova espécie com base em dados morfofisioldgicos e moleculares. De
acordo com Wagner et al. (2019), apesar da semelhanca morfoldgica entre os membros

do complexo M. circinelloides, todas as espécies podem ser distinguidas por
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caracteristicas morfofisiolégicas e filogeneticamente, por meio de marcadores
moleculares como a regido ITS. Morfologicamente, M. variicolumellatus se distingue de
outras espécies do complexo pela producao de columelas obovéides, ovais e em formato
de morango. As caracteristicas morfoldgicas do isolado COAD 3117 mostra similaridade
com a descri¢do original dada por Wagner et al. (2019) e Alvarez ef al. (2011). Mucor
variicolumellatus tinha sido relatado apenas na Alemanha, Malawi e EUA, em isolados
de Tremella, farinha de milho e em humanos (ALVAREZ et al. 2011; WAGNER et al.
2019). E um estudo de Carlos Alberto Fragoso de Souza publicado em junho de 2020, foi
isolado de amostras de solo em uma éarea de floresta tropical de sequeiro do semidrido do
Brasil. Sendo dessa forma o primeiro registro de M. variicolumellatus na regido
Neotropical. J4 o isolado COAD 3117, foi um isolado do guano de morcegos em cavernas
do municipio de Diamantina- MG, Brasil. Espécies do subfilo Mucoromycotina ja foram
relatados em outros trabalhos como o de Zhang (2017) e (2020) em ambientes
cavernicolas. Mas, essa espécie em particular, M. variicolumellatus, é o primeiro relato

dessa espécie presente em cavernas nao sé do Brasil como também do mundo.

Nosso estudo revelou que a caverna Monte Cristo engloba uma grande diversidade de
fungos, sendo relatado um género novo, duas espécies novas e ainda trés primeiros
relatos. E ainda uma série de espécies nao descritas devido ao grande nimero de isolados
armazenados para posteriores trabalhos. Os isolados encontrados neste estudo,
pertencentes aos Géneros Cladosporium, Curvularia € Mucor e também da familia
Chaetomiaceae ja foram citados em outros trabalhos relacionados ao ambiente
cavernicola como por exemplo (Zhang e colaboradores de 2017 e de 2020). Este estudo
corrobora com a identificagdo de novas espécies fungicas em cavernas, principalmente

no Brasil.
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6. Conclusoes

e Com base em caracteristicas morfoldgicas e andlises filogenéticas, 1 possivel género novo
e 2 novas espécies serdo propostos com base no Cédigo Internacional para Algas, Fungos
e Plantas. Além disso 3 novos relatos de ocorréncia foram descritos em cavernas.

e As novidades taxondmicas encontradas no pequeno ndmero de isolados selecionados
demonstram a elevada riqueza de espécies a serem ainda descobertas nesse nicho

ecoldgico pouco explorado em termos microbioldgicos.
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