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RESUMO GERAL

Os fungos sdo componentes importantes das cavernas jA que participam da
decomposicdo de matéria organica, desenvolvendo assim um papel ecolégico
importante na estruturagdo da comunidade cavernicola. S&o considerados como
ambientes extremos possuindo condi¢cdes abidticas severas e abrigam uma rica
diversidade de microrganismos. A bat cave estudada foi a Furna do Morcego,
localizada no Parque Nacional do Catimbau, no municipio de Ibimirim-PE, na Caatinga
nordestina, a espécie de morcego em que foi realizada a coleta foi Pteronotus
gymnonotus, morcego insetivoro. Foram coletadas amostras do ar da caverna, do
guano dos morcegos nas duas camaras da caverna, e do corpo (asa, do pelo e da
cavidade oral) de 6 espécimes de morcegos. As amostras do ar foram obtidas por
exposicao das placas e as do guano e do corpo foram manipuladas em condi¢cbes
assepticas para o isolamento dos fungos, para identificacéo, foram realizadas analises
morfoldgicas e filogenéticas utilizando sequencias de ITS do rDNA. Representantes
dos Ascomycota e dos Basidiomycota foram encontrados e filo Ascomycota foi
dominante no ambiente cavernicola. Os géneros mais frequentes foram,
Cladosporium, incluindo duas novas espécies, Aspergillus, Penicillium, Diaporthe e
Fusarium. Outros géneros normalmente ndo reportados em cavernas também foram
encontrados, como, Phoma, Cystospora, Malbranchea, entre outros. Poucos géneros
pertenceram ao filo Basidiomycota, como Sakaguchia, e Rhodotorula. Alguns géneros
de importancia médica foram isolados, como Candida e Meyerozyma, que s&o
conhecidos por causar micoses superficiais e sistémicas. Também foram isoladas
espécies usadas no controle biolégico, Beauveria bassiana e na bioprospeccéao,
Wickerhamomyces anomalus. O que demonstra a importancia de pesquisas em
cavernas. Existe uma diversidade de microrganismos nesses ambientes, que podem
representar riscos a saude humana, que podem ser utilizados na biotecnologia e

contribuir com a descoberta de espécies novas para a ciéncia.

Palavras-chave: Fungos; Cavernas; Ascomycota.



ABSTRACT

Fungi are important components of caves as they participate in the food strategies of
cave fauna and decompose organic matter and also play an important ecological role
in structuring the cave community. Caves represent a unique ecosystem in which
chemical and physical conditions are stable. They are considered extreme
environments with severe abiotic, oligotrophic conditions, low temperatures, low light,
high humidity and harbor a rich diversity of microorganisms. The cave of choice was
Furna dos Morcegos, located in the Catimbau National Park, in the municipality of
Ibimirim, in the northeastern Caatinga, it's a bat cave, bat caves are caves that have
a large amount of bats, the species of bat present in this study was Pteronotus
gymnonotus, an insectivorous bat. Air samples were collected from the air, which was
divided into two chambers, the bat's guano sample was collected in both chambers,
and wing, fur and oral cavity samples were collected from 6 specimens. Morphological
and phylogenetic analyzes were performed, identifying several genera. The
Ascomycota phylum dominates the cave environment and Furna dos Morcegos was
no different, the most identified genera were Cladosporium, including two new species,
Aspergillus, Penicillium, Diaporthe and Fusarium, which are genera generally found in
research in underground environments were identified. But genera not normally
reported in caves, such as Phitomyces, Cystospora, Malbranchea, among others, were
also identified. And few genera of the phylum Basidiomycota, such as Sakaguchia,
Rhodotorula were isolated. And no genus of the phylum Mucoromycota has been
isolated. Some genera of medical importance have been isolated, such as Candida
and Meyerozyma, which are known to cause superficial and systemic mycoses.
Species used in biological control, Beauveria bassiana and in bioprospecting,
Wickerhamomyces anomalus, were also isolated. Which shows the importance of
studies and research in cave environments. There is a diversity of microorganisms in
these environments, which can represent risks to human health and they can also be

used in biotechnology research.

Key-words: Fungi; cave; Ascomycota.
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1 INTRODUCAO

Fungos séo cruciais aos ecossistemas cavernicolas, pelo seu papel como
decompositores e parasitas, tendem a crescer em matéria organica, como por
exemplo, fezes e cadaveres. A maioria dos fungos sdo encontrados na forma de
esporos nos ambientes subterrdneos, que entraram nesses ambientes
carregados pelo ar, pela agua, por animais ou por visitacdo humana (Pusz, et
al., 2014).

Os géneros Aspergillus, Penicillium, Mucor, Fusarium, Cladosporium,
Trichoderma e Alternaria sdo o0os géneros mais frequentemente relatados
ocorrendo em cavernas. De acordo com Vanderwolf et al. (2013), os esporos de
Cladosporium sdo os mais comuns no ar das cavernas. Docampo et al. (2011),
mostrou que além de Cladosporium, grandes concentracdes de Penicillium

também estao presente no ar cavernicola.

Fungos patogénicos sao fontes potenciais de alergias e infeccdes para 0s
espeleologistas. Uma investigacdo na lItalia encontrou leveduras patogénicas,
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus laurentii. E estudos em cavernas
japonesas identificou 9 espécies de Trichosporon, incluindo sete géneros novos,
em 75% das amostras do guano dos morcegos. Inalacao repetida de esporos de
Trichosporon pode causar pneumonia, com consequente desenvolvimento de
tosse, e febre, esses sintomas sdo similares aos sintomas que alguns

espeleologistas apresentam apos visitacdo as cavernas (Sugita, et al., 2005).

Os morcegos, por utilizarem as cavernas como abrigo, grutas e ocos de
arvores gue sao ambientes favoraveis a propagacao dos fungos, apresentam
grande interacdo com fungos de potencial patogénico. Destacam-se 0s
dermatofitos, outros fungos filamentosos, e as leveduras oportunistas que ja
foram isoladas em amostras de fezes e das fossas nasais de morcegos. Para 0s
morcegos, as interagcdes com fungos podem ser desvantajosas. Em 2006, no
nordeste dos Estados Unidos, uma nova doenca foi descoberta afetando

populagdes de morcegos, a qual foi denominada como sindrome do nariz branco.
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Essa doenca é causada pelo fungo Pseudogymnoascus destructans (Furtado,
2018).

Paises neotropicais, como o Brasil, possuem ambientes subterraneos
com alta e baixa rigueza de espécies e abundancia. A Caatinga é um bom
exemplo, apresentando um grande namero de cavernas, que sdo pobremente

conhecidas e estudadas (Otalora-Ardila et al., 2020).

Bat caves sdo cavernas que abrigam milhares de populagbes de
morcegos, como a Furna dos Morcegos localizada na Caatinga. A diversidade
de fungos encontrados na Caatinga é melhor conhecida em associacao com o
solo, plantas e como decompositores, mas a micodiversidade associada aos

morcegos, ainda é pouco explorada, sendo estudada por Cunha et al. (2020).

Esse estudo propde conhecer a micobiota de uma bat cave da Caatinga,

sendo este um dos primeiros realizados neste bioma.

1.20BJETIVOS

1.2.1 Geral
e Caracterizacdo morfologica e filogenética dos fungos anemofilos, do
guano e de trés micro habitats do corpo dos morcegos, a cavidade

oral, o pelo e as asas.

1.2.2 Especificos

e Quantificar as Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) de fungos do ar,
do guano e de partes do corpo dos morcegos;

e |dentificar os fungos isolados pela analise morfolégica das caracteristicas
macro e microscopicas das colbnias e através de técnicas de biologia
molecular;

e Realizar de andlises filogenéticas das amostras e identificacdo da posi¢cao

taxondmica das espécies;
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e Comparar as espécies de fungos encontradas com relacao a procedéncia
da amostra (ar, guano e corpo dos morcegos).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1BAT CAVES

Bat caves séo cavernas que abrigam milhares de populagbes de
morcegos no seu interior (Holsinger; Culver, 1988). Essas cavernas podem
apresentar altas temperaturas geradas pela alta temperatura corporal das
espécies de morcegos habitantes. Muitas dessas espécies possuem limites
geogréficos e algumas somente ocorrem nesse ambiente. Esse alta
concentragcdo de morcegos gera um microclima estavel e uma abundante
guantidade de guano, que funciona como abrigo e alimento para diversos
invertebrados (Ladle et al., 2012) e fungos (Cunha et al., 2020).

2.2 PTERONOTUS GYMNONOTUS

Morcegos permanecem mais da metade de suas vidas nas cavernas. As
cavernas provem um ambiente estavel e permanente para moradia dos
morcegos, fornecendo protecao contra predadores, contra condicfes ambientais
adversas, propicio a reproducéo, para cuidar da prole e para hibernacdo (Mena,
2016).

Pteronotus gymnonotus, Morcego- de- costas-nuas (fig. 1), pertence ao
reino Animalia, filo Chordata, classe Mammalia, Ordem Chiroptera, familia

Mormoopidae (Molinari et al., 2008).

Figura 1. Pteronotus gymnonotus

Fonte: Feij6 & Rocha (2017)
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Caracterizam-se por possuir l[abios expandidos com diversas dobras que
dao uma aparéncia de “funil” a cavidade oral quando a boca esta aberta. As
narinas estao incorporadas ao labio superior, formando uma placa labio-nasal,
sendo que o formato dessa placa é informativo na distincdo das espécies da
familia. A pelagem é curta, fina e densamente distribuida ao longo do corpo. Sua

coloracdo é bem variada (Pavan, 2014).

Essa espécie ocorre do sul do México ao sul do Peru, centro e nordeste
do Brasil, na Bolivia, e Guiana. Também ocorre na Venezuela e na Col6mbia
(Molinari et al., 2008). Como outros mormoopidae, geralmente formam grandes
colénias habitando preferencialmente cavernas quentes e Umidas (Pavan;
Tavares, 2020).

E uma espécie insetivora se alimentando de muitos coledpteros. Vive em
cavernas largas, muitas vezes junto com outros morcegos da mesma familia
(Molinari et al., 2008).

2.3 FUNGOS CAVERNICOLAS

Fungos sdo componentes importantes das cavernas ja que participam na

decomposicdo da matéria organica das cavernas (Rawat et al., 2017).

A longa viabilidade dos esporos fungicos os ajuda a sobreviver nas
condi¢cbes ambientais das cavernas. Esses fungos geralmente atuam como
parasitas ou decompositores. Podem também ajudar na formacdo de
espeleotemas, como precipitacdo mineral secundaria devido a baixas

temperaturas e falta de substrato organico (Rawat et al., 2017).

Taxons fungicos (espécies e géneros combinados) das cavernas, 69.1%
sdo Ascomycota, 20% Basidiomycota, 6.6% Zygomycota, 2.6 Mycetozoa, 1%
Oomycota, e 0.8% outros (Amoebozoa, Chytridiomycota, Microsporidiomycota,
percolozoa) (Vanderworlf et al. 2013). Ascomycota domina o0 ambiente
cavernicola (Vanderworlf et al. 2013). Aspergillus e Penicillium sdo os fungos
filamentosos mais comumente isolados de ambientes subterraneos (Taylor et al.,
2013).
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O primeiro relato brasileiro de espécies fungicas em cavernas (na floresta
Amazénica) foi publicado por Castrillo'n et al. (1976), os quais isolaram fungos
do solo, sendo, oito géneros ascomicetos, incluindo um género dermatofito raro,
Microsporum amazonicum (atualmente Arthroderma amazonicum) e diversos

outros isolados sem identificagdo taxondmica.

Como consequéncia de uma possivel infeccdo de oito bidlogos por
Histoplasma capsulatum apds uma expedicdo a uma caverna, Rocha-Silva et al.
(2014) demonstraram a importancia de verificar a presenca de espécies antes

de autorizar a visitagcdo de pessoas as cavernas.

Existem poucos estudos sobre a riqueza de espécies fungicas de bat
caves brasileiras (incluindo fungos do ar, encontrados em morcegos e no guano)
particularmente nas florestas tropicais secas (Caatinga) brasileiras. Cunha et al.
(2020) estudaram a micobiota da caverna Meu Rei localizada na Caatinga
brasileira, os fungos mais encontrados no ar pertenceram aos géneros
Aspergillus, Penicillium e Cladosporium. Outros taxons também foram
reportados associados com plantas ou como fungos entomopatogénicos.
Espécies de leveduras foram comumente isoladas dos morcegos, e novas
espécies foram descritas, como por exemplo, espécie tolerante ao frio do género
Malassezia. Uma nova espécie do género Geosmithia foi isolada da membrana
da asa do morcego frugivoro C. perspicillata foi descrita. Aspergillus e Penicillium

foram os géneros mais encontrados nos isolados do guano dos morcegos.

Vanderworlf et al. (2013) mostrou que a falta de grande quantidade de
substratos ricos em nutrientes nas cavernas pode explicar a diferenca na
guantidade de Basidiomycota em relagdo a Ascomycota. Entretanto,
Basidiomycota, séo dificeis de cultivar e particularmente dificil de identificar em
cultura, entdo os métodos usados na maioria dos estudos de fungos cavernicolas
sdo favoraveis a identificar Ascomycota. Mucoromycota sdo mais faceis de
detectar por causa de sua producdo abundante de esporos e rapido crescimento,
entdo a relativa abundancia desse taxon no ambiente cavernicola pode ser
superestimada. Os géneros mais frequentemente reportados em estudos da
micobiota cavernicola, a parte de Histoplasma e Geomyces, sdo: Aspergillus,
Penicillium, Mucor, Fusarium, Trichoderma, Cladosporium, Alternaria,

Paecilomyces, Acremonium, Chrysosporium, Laboulbenia, Rhizopus,
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Mortierella, Chaetomium, Rhachomyces, entre outros. Existem espécies que
foram isoladas exclusivamente em cavernas, como Aspergillus spelunceus,
Aspergillus  thesauricus, Chrysosporium  speluncarum, Chrysosporium
chiropteroum, Microascus caviariformis, Mucor troglophilus, Ochroconis
anomala, Ochroconis lascauxensis, Ombrophila speluncarum, Trichosporon
akiyoshidainum, Trichosporon cavernicola, Trichosporon chiropterorum, mas

isso pode refletir amostragem insuficientes de ambientes externos as cavernas.

Em Zhang et al. (2020) 88% dos géneros que identificaram pertenceram
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, Arthrinium,
Fussarium, Microascus, Mortierella, Cephalotrichum, Clonostachys, e

Simplicillium.

Também é possivel destacar que alguns fungos como Penicillium spp., ou
Cladosporium spp., podem colonizar ampla variedade de espécies de morcegos
ou o abrigo que estes animais utilizam, o que explicaria sua alta frequéncia.
Algumas espécies de fungos associados aos morcegos podem ter um potencial
patogénico principalmente por habitarem ambientes como cavernas, grutas e
ocos de arvores, ambientes que favorecem a propagacéo dos fungos (Furtado,
2018).

Cavernas geralmente ndo apresentam uma grande diversidade fungica
comumente encontrada em outro lugar na natureza. Uma excecdo € a alta
diversidade de fungo encontrados em guano nas cavernas. E notado que a
diversidade de microrganismos e biomassa diminui da entrada para as zonas

mais profundas das cavernas (Vanderworlf et al., 2013).

A respeito dos fungos que sdo verdadeiramente patdégenos (fungos
capazes de causar doencas em organismos imunossupressores) habitando
ambientes subterraneos, atencao especial tem sido dada ao fungo cavernicola
termo-dimorfico Histoplasma capsulatum. Essa espécie causa histoplasmose
(Taylor et al.,, 2013), que € uma infeccdo grave no sistema respiratério e

sisttmico. Os sistemas variam de uma gripe suave (frequentemente
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erradamente diagnosticado como uma gripe mais séria) a uma infeccdo

disseminada e pode levar a morte.

Histoplasma capsulatum € comumente encontrado na forma filamentosa
no meio ambiente,cresce em locais rico em nitrogénio, com pH mais alto que 5
e produz macro e microconidios. Esse fungo é mais comumente encontrado no
solo enriguecido com guano de passaro ou morcego, dentro e fora das cavernas.
No interior das cavernas ja foram relatadas no guano, no sedimento, no ar, na

agua e nos morcegos (Vanderworlf et al., 2013).

No Brasil, como mostra Costa (2015), H. capsulatum pode ser encontrado
em varios estados, como no Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Minas Gerais, Mato Grosso. Surtos da doenca foram observados na cidade de
Ouro Preto, no ano de 1976, onde varios espeleblogos foram infectados; em
Pedro Leopoldo, no ano de 1997 e; um caso sem data especificada
(aparentemente na década de 80) foi reportado na Gruta do Tamboril, em Unai,

sendo todos os casos relatados pertencentes ao estado de Minas Gerais.

Outras espécies sdo conhecidas por estrarem associadas com infeccoes
fungicas oportunisticas, como onicomicoses (A. versicolor, A. ustus, F. solani e
F. oxysporum), otite humana (A. flavus, A. japonicus), micoses cutaneas (P.
lilacinum), aspergilose pulmonar (A. flavus) e outras infec¢cdes fungicas
oportunisticas (F. solani e F. oxysporum) (Taylor et al.,, 2013). Cladosporium
cladosporioides e C. herbarum apesar de nao serem consideradas patogénicas,
produzem componentes extremamente alergénicos e podem causar problemas

respiratérios para os visitantes das cavernas (Taylor et al., 2013).

Estudando uma reserva na Polénia com quase 38,000 morcegos de 12
espécies Kokurewicz et al. (2016) encontrou que mais fungos anemdfilos foram
isolados em corredores subterraneos do que no ambiente externo. Esses
autores também mostraram que a concentracdo fungica aumenta quando o
namero de morcegos ha caverna aumenta, demostrando que morcegos sao o
fator primario que determina o nimero de fungos anemdfilos em cavernas de

hibernacgéao.
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A sindrome do nariz branco nos morcegos habitantes de cavernas na
Ameérica do Norte em 2006, foram reportados com um fungo branco em seus
narizes e asas. A sindrome do nariz branco é causada por um fungo, o
Pseudogymnoascus destructans, antes conhecido como Geomyces destructans
(Blehert et al.,, 2009). Dado os requerimentos de temperatura de
Pseudogymnoascus destructans para seu crescimento 6timo, parece ser
adaptado ao ambiente cavernicola. O fungo cresce em tecidos expostos de
morcegos em hibernacdo, aparentemente causando despertar precoce,
comportamento aberrante e perda prematura da reserva de gordura critica
(Blehert et al., 2009).

Em Cunha et al. (2020), a abundancia e riqueza foi distinta para cada
microhabitat (pelo, asa, cavidade oral), com a membrana da asa mostrando
maior valor em ambos. O pelo e a pele de morcegos vivos pode apresentar
surpreendentemente uma maior diversidade fungica do que o solo de cavernas,
0 que pode ser explicado pelo movimento dos morcegos entre a superficie e os
ambientes subterraneos. Nos estados Unidos, asas de 30 morcegos de cinco
hibernaculos foram encontrados dominados por Cladosporium, Fusarium,

Geomyces, Mortierella, Penicillium e Trichosporon.

Em Holz et al. (2018) um grande numero de fungos comumente
reportados vivendo livremente no ambiente ou associado com plantas foram
encontrados na pele ou no pelo de duas subespécies de morcegos de asa alada
na Australia. Os autores também mostraram que apesar de todos 0s morcegos
gue foram examinados carregavam fungos, a comunidade fungica de alguns
morcegos foram dominados por uma Uunica espécie (Aspergillus flavus,
Rhodotorula mucilaginosa, Sporobolomyces roseus ou Ulocladium Chartarum).
Espécies de leveduras foram comumente isoladas dos morcegos e
R.mucilaginosa foi a espécie mais frequentemente isolada. Uma nova espécie
tolerante ao frio do género Malassezia foi identificada no pelo dos morcegos da

subfamilia Myotinae.
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3 MATERIAS E METODOS
3.1 AREA DE COLETA

A caverna Furna do Morcego, considerada uma bat cave, se localiza no
Parque Nacional do Catimbau (PARNA Catimbau) em Pernambuco. A caverna
Furna do Morcego (fig.2) se localiza no municipio de Ibimirim, possui uma unica
entrada, apresenta um ambiente de arenito, com média de 30° C, 44 m de
comprimento, area total de 200m?. Possui colénias com dezenas de milhares de
morcegos.

A caverna Furna do Morcego possui duas camaras, camara 1 e camara
2, a camara 1 € localizada perto da entrada da caverna, sofrendo influéncia do
ambiente externo e possui maior luminosidade, ja a camara 2 € localizada mais
internamente na caverna, onde os morcegos habitam, possuindo uma grande
guantidade de guano, sofrendo menor influéncia do ambiente externo e € maior

gue a camara 2, as coletas foram realizadas em ambas as camaras.

Figura 2- Caverna Furna dos Morcegos

Fonte: Eder Barbier (2019)

3.2 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ANEMOFILOS

Para isolamento dos fungos anemofilos foi utilizado o método de

sedimentacdo em meio de cultura contido em placas (gravity settling culture plate
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method). Placas de Petri de 90mm de diametro, contendo 20mL meios de cultura
Sabouraud Dextrose Agar (SAB) (quatro placas). As placas de Petri foram
abertas a 1 m do chéo por 20 minutos nas duas das camaras da caverna (fig. 3),
sendo quatro placas por camara (Buttner; Stetzenbach, 1991). Em seguida, as
placas foram identificadas e levadas (em caixa de isopor lacrada) para o
Laboratorio de pesquisa Taxonomia e Biotecnologia Utilizando Fungos, da
Micoteca URM, do Departamento de Micologia, Centro de Biociéncias,
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As placas foram incubadas, a
28°C por um periodo de 7 até 14 dias, no escuro. Ap6s esse periodo, foi
realizada a contagem de Unidade Formadora de Colonia (UFC) manualmente.
Em seguida, as col6nias foram purificadas (por meio de repiques em placas de
Petri com 20mL de meio SAB), quando puras foram preservadas em solucao
aquosa de glicerol 30% (70% de agua esterilizada e 30% de glicerol) em tubos
estéreis de 2mL (1,5mL da solugcéo de glicerol 30%) com tampa de rosca e

mantidos a temperatura ambiente (28 + 2° C).

Figura 3- Hastes de sustentacdo confeccionadas para a coleta dos fungos anemdfilos na

caverna Furna dos Morcegos.

Fonte: Eder Barbier (2019).
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3.3 ISOLAMENTO DOS FUNGOS DO GUANO INSETIVORO

As amostras do guano insetivoro (10g), foram coletadas e acondicionadas
em Eppendorf estéril e transportadas (em sacos plasticos dentro de uma caixa
de isopor) para o Laboratorio de pesquisa Taxonomia e Biotecnologia Utilizando
Fungos, da Micoteca URM, UFPE. Para isolamento dos fungos, 1g de guano foi
suspenso em 9 mL de agua destilada esterilizada e agitado por 20 min a 100
rpm. Em seguida foram realizadas diluicbes seriadas até 10%. De cada
suspensdo 102, 103 e 104, foi retirado 1 mL e realizado plagueamento direto na
superficie dos meios Infusdo Cérebro-Coracao (BHI) e SAB contidos em placas
de Petri, e incubadas a 28 °C por até 14 dias no escuro. Apds o crescimento, 0
numero de UFC foi contado e as colonias foram purificadas (repiques em meio
de cultura SAB) e preservadas em solugcéao aquosa de glicerol 30% (70% de agua
para 30% de glicerol), acondicionadas em tubos com tampa de rosca de 2 mL,
(onde 1,5mL é da solucao glicerol 30%) e mantidos a temperatura ambiente (28
+ 20 C).

3.4 ISOLAMENTO DOS FUNGOS DO CORPO DOS MORCEGOS

Para coleta dos fungos dos morcegos, foram realizados esfregacos a
partir da cavidade oral, asas e pelos, utilizando cotonetes estéreis (Swabs)
imersos em uma solucéo de 5mL de agua destilada esterilizada, com adi¢do de
0,1 mg de antibiotico cloranfenicol, contida em tubos Falcon de 15mL (Cunha et
al.,2020). Foram coletadas as amostras de seis morcegos da espécie Pteronotus
gymnonotus, sendo uma fémea e cinco machos, considerados adultos. Apos
amostragem, os Swabs foram identificados e acondicionados em caixas
térmicas, e conduzidos para o para o Laboratério de pesquisa Taxonomia e

Biotecnologia Utilizando Fungos, da Micoteca URM, UFPE.

Para o isolamento dos fungos, foi realizado o plaqueamento direto com
esfregaco dos Swabs nas superficies dos meios de cultura SAB (20mL) contidos
em placas de Petri, sendo em seguida, incubadas por até 14 dias, no escuro, a
28 °C, e realizado a contagem e isolamento das UFC (Cunha et al., 2020). Apos

o isolamento, as culturas foram preservadas em solugéo aquosa de glicerol 30%
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em tubos com tampa de rosca de 2 mL e mantidos a temperatura ambiente (28
+2°C).

Culturas representativas dos isolados obtidos estdo sendo depositadas na
Micoteca URM/UFPE e laminas permanentes no Herbario URM/UFPE.

3.5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS FUNGOS

A caracterizacdo morfolégica foi realizada apenas para os isolados
correspondentes as espécies novas. Para analise das caracteristicas
macroscopicas, os isolados foram cultivados em meios de cultura Batata
Dextrose Agar (BDA), Agar Extrato de Malte (MEA), Agar Pobre em Nutrientes
(SNA) e Aveia-Agar (OA)e incubados por 14 dias, a 28°C no escuro. Em seguida
foram observados o aspecto, superficie, presenca ou auséncia de exsudato,
cores do anverso, reverso e diametro das colOnias. Para andlise das
caracteristicas microscoépicas, foram observadas em microscopia optica as
estruturas somaticas e reprodutivas. Para isto, foram montadas culturas sob
laminulas dos isolados e incubados por sete dias a 28°C em meio de
cultura SNA.

3.6 OBTENCAO DO MICELIO PARA EXTRACAO DO rDNA

A biomassa de todos os fungos isolados foi obtida a partir do cultivo em
SAB contido em placa de Petri, mantidos a 28°C por cinco dias em ciclo natural
de luz-escuro. Em seguida, o micélio foi transferido para microtubos de
polipropileno de 2 mL com tampa de rosca, acrescidos de quatro esferas de vidro
(3mm de diametro) e 300 microlitros da solucédo Nuclei Lisis Solution do Kit de
extracdo de DNA genémico da Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit)
para maceracao das células fungicas, utilizando o equipamento L-Beader 6
(Loccus) e as etapas seguintes foram realizadas de acordo com as instrucdes

do fabricante do Kit.
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3.7 PCR E SEQUENCIAMENTO

AmplificagBes de fragmentos do DNA foram realizadas no Laboratério de
Biologia Molecular da Micoteca URM do Departamento de Micologia, Centro de
Biociéncias, UFPE utilizando metodologia previamente estabelecida no
Laboratorio e seguindo literatura especifica para os fungos isolados, seguindo
Cunha et al. (2020).

Para identificacdo dos fungos, as reagcbes de PCR foram realizadas de
acordo com as condi¢cbes e primers determinados em estudos prévios e
dependendo do grupo de fungos a ser estudado (ex. Cunha et al., 2020). Para
amplificar parte das regides ITS do rDNA, foram utilizados os primers ITS1/ITS4
(White et al., 1990). Os produtos obtidos da amplificacéo foram purificados com
utilizagdo da enzima Exosapillustra™ ExoProStar™ 1-Step (GE Healthcare Life
Sciences) e sequenciados na Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento de

DNA da Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brasil).

3.8 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS E ANALISE FILOGENETICA

As sequéncias de ITS de todos os isolados foram editadas no MEGA v. 6
(Tamura et al., 2013) e comparadas no banco de dados do GenBank — NCBI
utilizando a ferramenta BLASTn. As sequéncias foram adicionadas ao conjunto
de sequéncias de espécies similares obtidas do Genbank e alinhadas no
programa online MAFFT v. 7 (Katoh & Standley, 2013) e ajustadas manualmente
no MEGA v. 6 (Kumar et al., 2016). No alinhamento das sequéncias de ITS foi
utilizado como grupo externo Cunninghamella gigacellularis URM 7400 e Absidia

caatinguensis URM 7156 (Mucormycota).

Para os isolados de Cladosporium, incluindo as duas novas espécies,
foram utilizadas sequencias de ITS, ACT e TEF1. Dois conjuntos de dados foram
construidos para as analises filogenéticas, um com as sequéncias das espécies
do complexo C. cladosporioides (seguindo Freitas et al., 2021) e outro das
sequencias das espécies do complexo C. sphaerospermum (seguindo Bensch

et al., 2018). Os alinhamentos para cada l6cus foram realizados usando o
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programa online MAFT v. 7 e ajustes manuais foram feitos utilizando o programa
MEGA v.7). No conjunto de dados do complexo C. cladosporioides, as espécies
C. sphaerospermum (CBS193.54) e C. longissimum (CBS300.96) foram usadas
como grupo externo; para o conjunto de dados do complexo C. sphaerospermum
foi usado Cercospora beticola (CBS116456). Modelos de substituicdo de
nucleotideos foram estimados separadamente para cada gene utilizando
MrModeltest 2.3 (Nylander, 2004). As andlises de inferéncia Bayesiana (BI)
(1x10° geragGes, 25% de burning e cadeias foram amostradas a cada 1000
geracOes) foram realizadas usando o programa MrBayes 3.2.7 (Ronquist &
Huelsenbeck, 2003) no portal CIPRES Science Gateway (Miller et al. 2010). As
analises de Maxima Verossimilhanca (ML) (alinhamento de ITS de todos os
isolados e Cladosporium) foram realizadas utilizando RAXMLHPC2 em XSEDE
8.2.12 (Stamatakis 2014; CIPRES Science Gateway Portal) com 1000 bootstrap
e GTR+G+l como melhor modelo de substituicdo de nucleotideos. O resultado
das arvores foi visualizado no programa FigTree v. 1.4.4 e posteriormente

editadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 UNIDADE FORMADORA DE COLONIA (UFC)

O numero de UFC de fungos do ar da caverna Furna do Morcego variou
entre as camaras estudadas. No ar da camara 1 foram observadas 49 UFC e na
camara 2, 144 UFC, esta variacdo também foi observada entre as partes do
corpo dos morcegos, sendo no pelo encontrado cerca de 628 UFC de fungos, na
asa 748 UFC e na boca 622 UFC. No guano dos morcegos 620 UFC de fungos
foram observadas. Um total de 105 taxons foram identificados. O filo Ascomycota
foi 0 mais comum, com 99 tadxons, seguido pelo filo Basidiomycota com 6 taxons.
O que concorda com Taylor et al. (2013), Rawat et al. (2017) e Cunha et al.
(2020) que demostraram que o filo Ascomycota foi mais frequente em ambientes
cavernicolas. Dentre os Ascomycota foram isolados 28 géneros, sendo os mais
presentes Aspergillus (18 isolados) e Cladosporium (18), seguidos por
Penicillium (8) e Wickerhamomyces (8). Outros 33 taxons também foram
encontrados em menor quantidade, como Fusarium (6), Diaporthe (5), e alguns
outros. Os 4 géneros representantes do filo Basidiomycota foram Rhodotorula,
Ceriporia, Ceriporiopsis e Sakaguchia. Em Taylor et al. (2013) e Rawat et al.
(2017) o filo Basidiomycota também foi 0 segundo filo mais presente, s6 que com
maior diversidade de taxons. N&o foi encontrado nessa pesquisa nenhum taxon
pertencente ao Filo Mucoromycota. O que difere da maioria das pesquisas
cavernicolas onde poucos taxons desse filo sdo identificados. Por exemplo, em
Cunha et al. (2020) identificaram um taxon pertencente ao filo Mucoromycota, do

género Rhizopus.
4.2 FUNGOS ANEMOFILOS

Das Camaras 1 e 2 da caverna Furna do Morcegos foram identificados 32
e 31 taxons respectivamente. Dentre os tAxons da Camara 1, 12 corresponderam
a Cladosporium, incluindo duas espécies novas para ciéncia. Conidios de
espécies de Cladosporium sdo os componentes fungicos mais isolados do ar, e
varias espécies podem ser patogénicas, fitopatogénicas, causar deterioracéo e
sdo cosmopolitas (Bensch et a., 2012), o que pode explicar a maior presenca
desse género na caverna. Eutypella com 3 tdxons, Fusarium e Meyerozyma com

2 taxons cada. Também na camara 1 foram isolados os géneros Aspergillus,
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Humicola, Ceriporiopsis, Pseudothielavia, Malbranchea, Cystopora, Triangularia,
Phaeosphaeria, Phoma, Deniquellata, Didymocrea, e Ceriporia com um tédxon
cada. Aspergillus esta entre os géneros mais comumente encontrados em
ambientes cavernicolas, o que pode explicar isso é o fato desse género ser
cosmopolita, € se adaptar aos mais diversos ambientes. Ja os outros géneros
ndo sao comumente encontrados em cavernas ou outros ambientes

subterraneos.

Os géneros Pseudothielavia, Malbranchea, Cystopora, Triangularia,
Phaeosphaeria, Phoma, Eutypella, Deniquelata, Didymocrea, sdo saprobios,
encontrados no solo ou em plantas, muitas vezes sendo fitopatogénicos. O
género Beauveria possui uma espécie muito conhecida pelo seu uso no controle
biol6gico de pragas, a espécie Beauveria bassiana. A Unica levedura isolada na
Camara 1 pertence ao género Meyerozyma, que possui espécies, que sao
encontradas em diversos ambientes, incluindo hospitais, sendo assim
patogénicas a imunossupressores (De Marco et al., 2018). 2 géneros do filo
Basidiomycota foram encontrados nessa Camara, Ceriporiopsis e Ceriporia. Que
séo fitopatogénos habitantes de madeira causando podriddo branca (Wulandari

et al., 2018), geralmente néo sao identificados em cavernas.

A Céamara 2, localizada mais internamente na caverna, com menor
presenca de luz solar e interferéncia do ambiente externo, apresenta maior
concentracdo de morcegos. Dentre os 31 taxons isolados, Aspergillus foi o
género mais presente (6 taxons), seguido por Diaporthe (4 taxons),
Cladosporium (4 taxons), Blastobotrys (3 taxons), Penicillium (2 taxons),
Cystopora (2 taxons), Phoma (2 taxons), Paraconiothyrium (2 taxons),
Wickerhamomyces, Fusarium, Eutypella, Gymnoascos, Phaeosphaeriopsis e
Allocryptovalsa (1 taxon). Diferente da Camara 1, o género Cladosporium foi
isolado em uma quantidade 4 vezes menor, e varios géneros que nao foram
isolados na Camara 1 foram isolados na Camara 2, como é possivel observar na
tabela 1, provavelmente devido a diminui¢do da iluminacéo solar, da diferenca

de umidade e temperatura, sendo mais quente nessa camara.
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Diaporthe possui varias espécies endofiticas, com alta variabilidade
genética (Santos et al., 2015), algumas que ja foram encontradas na Caatinga,
e em cavernas brasileiras como mostra Cunha et al. (2020). Penicillium, que
junto com Aspergillus s&o os fungos filamentosos mais frequentemente isolados
em cavernas (Taylor et al., 2013; Cunha et al., 2020), nesse trabalho n&o foram
0s mais frequentes, foi o género Cladosporium, mas ainda estdo entre os mais
frequentes. Blastobotrys, possui espécies de leveduras que sdo patogénicas,
causando micoses invasivas (Kumar et al., 2014) e espécies que sao utilizadas
na producdo de biodiesel (Thomas et al., 2019), s6 pela identificacdo molecular
da regido ITS, ndo tem como saber se essa espécie isolada na camara 2 é
patogénica. Wickerhamomyces anomalus, espeécie identificada através do
programa BLASTn, com 99% de identificagdo, usando marcador ITS, é
encontrada em diversos habitats naturais e é utilizada em destilarias brasileiras
na producéo de cachaca (Cunha et al., 2020). Phaeosphaeriopsis tem espécies
conhecidas por serem fitopatdgenos, como a espécie P. maydis que causa
mancha foliar no milho, sendo uma das principais doencas foliares do milho
(Gongalves et al., 2013).

Na Camara 2, nenhum representante do filo Basidiomycota foi isolado, o
gue demonstra a diferenca de uma camara para outra, mesmo sendo na mesma
caverna, géneros diferentes foram isolados em somente uma das camaras. A
maioria sao fitopatogénicos, algumas sao patogénicos aos visitantes da caverna
ou aos morcegos. A camara 1 apresentou mais taxons e mais géneros do que a
camara 2, como é possivel observar no grafico 1. Varios dos géneros nunca
foram reportados em cavernas, como é possivel observar em Vanderwolf et al.
(2013). A diferenca na luminosidade e na temperatura, sendo mais umido e
escuro na camara 2, influéncia no crescimento desses fungos. Aparentemente
um grupo geral de fungos sdo encontrados em ambientes cavernicolas,
acompanhados de varias espécies que sao raramente isoladas (Vanderworlf et
al., 2013).
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Tabela 1- Distribui¢cdo dos fungos isolados do ar nas camaras da Caverna Furna dos

Morcegos
TAXONS CAMARA 1 CAMARA?2
Cladosporium 12 4
Deniquellata 1 0
Paraconiothyrium 0 2
Aspergillus 1 6
Humicola 1 0
Meyerozyma 2 0
Ceriporiopsis 1 0
Beauveria 1 0
Didymocrea 1 0
Ceriporia 1 0
Eutypella 3 1
Pseudothielavia 1 0
Malbranchea 1 0
Cystopora 1 2
Triangularia 1 0
Fusarium 2 1
Phaeosphaeria 1 0
Phoma 1 2
Blastobotrys 0 3
Diaporthe 0 4
Allocryptovalsa 0 1
Penicillium 0 2
Gymnoascos 0 1
Wickerhamomyces 0 1
Phaeosphaeriopsis 0 1

Autora: Mayara Luiza (2021)

A camara 1 apresentou maior rigueza do que a camara 2, ja a camara 2
apresentou maior abundancia do que a camara 1, como é possivel observar no
grafico 1. O que significa que o mesmo género de fungo apresentou um maior

namero de taxons, como foi o caso do género Aspergillus.

Gréfico 1- Abundancia/Riqueza dos géneros de fungos isolados do ar das camaras da

Caverna Furna do Morcegos
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Esse trabalho esta de acordo com Furtado (2018), Taylor et al. (2013),
Rawat et al. (2017) e Cunha et al. (2020). Que o0s géneros Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, e Cladosporium sédo frequentemente encontrados em
ambientes cavernicolas. Sao géneros generalistas, estando presente em

diversos ambientes e substratos.
4.2.1 Duas novas espécies de Cladosporium

Neste estudo, estdo sendo descritas duas novas espécies de
Cladosporium com base em caracteristicas macroscoépicas, microscopicas e
filogenéticas utilizando sequéncias de DNA. A reconstrucdo filogenética foi
realizada através das andlises de Maxima Verossimilhanca (MV) e Interferéncia
Bayesiana (IB) utilizando uma matriz de genes ITS, ACT e TEF1 (mais detalhes

Nno anexo a).
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O género Cladosporium foi estabelecido por Link em 1816 e os estudos
de revisdo de Cladosporium herbarum s. lat. (Schubert et al., 2007b), C.
sphaerospermum s. lat. (Zalar et al.,, 2007; Dugan et al.,, 2008) e C.
cladosporioides s. lat. (Bensch et al., 2010), mostram que essas espécies
saprobicas sédo consideradas complexos heterégenos, composto por espécies

diferenciadas amplamente pela sua genética e morfologia (Bensch et al., 2012).

Pesquisas utilizando a ferramenta BLASTn no GenBank, mostrou que
sequéncias das duas espécies novas sao relacionadas com o complexo C.
cladosporioides. Inferéncia filogenética posicionou a nova espécie Cladosporium
sp. nov. 1. em um clado relacionado com C. anthropophilum e C. puris e a outra
espécie nova Cladosporium sp. nov. 2 foi posicionada como uma linhagem Unica
no mesmo clado que C. crousii, C. endoviticola e C. pseudocladosporioides.
Espécies nesse complexo sdo caracterizadas pela presenca de conidiéforos
ramificados ou néo, levemente cilindrico, com conidios ovoides ou elipsoidais
(Bensch et al., 2012).

e Cladosporium sp. nov. 1, M.L.S. Pereira, J.D.P. Bezerra & C.M. Souza-

Motta.

Dois isolados dessa espécie foram identificados do ar da camara 1, possui
micélio superficial abundante, ocasionalmente imerso, hifas ramificadas, 2—3 um,
septadas e hialinas, com coloracéo verde oliva. Conidiéforos solitarios (fig.4a),
eretos, sem nédulos, usualmente septados, de coloracdo de marrom claro a
escuro, até 850 X 2-4 um. Células conidiogénicas integradas, apresenta
ramoconidios primarios (fig.4d), cilindricos-oblongo, pdlidos verdes olivas,
septados, com base truncada, 15-42 X 2-5 um. E ramoconidios secundarios
(fig.4c) elipsoides, subcilindricos ou cilindricos-oblongo, 8-23 X 2-5 um. Conidios
(fig.4b) formados em longas cadeias ramificadas, asseptados, ramificados em
todas direcdes, conidios terminais oblongos, subhialino ou usualmente
pigmentados, 4.5-8.5 X 3.2-4 um, conidios intercalares elipsoides, subcilindricos,
5.5-15 X 2-3.5 um.
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Figura 4- Cladosporium sp. nov. 1 a. Conidioforo, b. Cadeia de conidios, c. Ramoconidio, d.

Ramoconidio e conidios. Barra de escala 10 ym

Fonte: Mayara Luiza (2021)

Caracteristicas da cultura: As coldnias cresceram por 14 dias a 28°C em
meio BDA, SNA, MEA e OA. Colbnias no meio BDA (fig.5a) cresceram até 60mm
de diametro, coloracédo verde escuro, ou verde oliva, aveludadas, reverso verde
escuro ou marrom escuro. Micélio aéreo denso, formando tapetes baixos, sem
exsudatos proeminentes. As coldnias em MEA (fig.5b), com 64mm de diametro,
de coloracéo verde claro ou verde oliva, micélio aéreo verde oliva, reverso verde
escuro, cobrindo quase toda a colbénia, as margens levemente marrom,
aveludada ou flocosa. Col6nias em AO (fig.5¢), com 65mm de diametro, cinza
oliva, as margens verde oliva ou verde escuro, aveludada, reverso amarelo
esverdeado. Micélio aéreo amarelado com um halo amarelo neon ao redor da
cultura. Colbnias em SNA (fig.5d), com 58mm de diametro, marrom escuro ou
verde escuro, reverso verde escuro, micélio aéreo espalhado, aveludado,

crescendo liso.
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Figura 5- Col6nias de Cladosporium sp. nova 1 em a. Batata Dextrose Agar (BDA), b.
Agar Extrato de Malte (MEA), c. Aveia-Agar (OA), d. Agar Pobre em Nutrientes (SNA) por 14
dias em 28°C

Fonte: Mayara Luiza (2021)

® (Cladosporium sp. nov. 2, M.L.S. Pereira, J.D.P. Bezerra & C.M. Souza-

Motta.

Espécie isolada da camara 1, micélio abundante, ocasionalmente imerso,
hifas ramificadas, 1-3 um, septadas as vezes verrucosas, subhialinas ou palido
marrom oliva. Conidiéforos solitarios (fig.6a, b), crescendo apicalmente e
lateralmente da hifa, reto, cilindrico-oblongo, sem nédulos, septados, palido até
marrom escuro, 13-470 x 2-5.2 um. Células conidiogénicas integradas,
apresentam ramoconidio (fig.6¢) cilindricos-oblongos, verde oliva palido,
levemente engrossados, base truncada, 12.5-28 x 5-6.5 ym. Ramoconidios
secundarios elipsoides-ovoides, subcilindricos ou cilindricos-oblongo (6.5-)8—
13(-18) x (5-)6.5-8(—9) um. Conidios (fig. 6d) solitarios, ramificados ou néo,
numerosos, conidio terminal obovoide ou elipsoide, ocasionalmente subgloboso,
subhialino ou marrom, 7.5-8.5 x 3-5.4 ym. Conidio intercalar elipsoide ou
subcilindrico 7.5-11 x 3.5-6 um.
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Figura 6- Cladosporium sp. nov. 2, a. Conidiéforo com conidios, b. Conidiéforo, c.

Ramoconidio com conidios, d. cadeia de conidios. Barra de escala: 10 pm

Fonte: Mayara Luiza (2021)

Caracteristicas da cultura: Culturas em meio BDA, SNA, MEA e OA, por
14 dias em 28°C. Colonia em BDA (fig.7a), com 74mm de diametro, verde
escuro, cinza oliva, ou preto oliva, aveludada, margens verde oliva ou verde
escuras, reverso verde escuro ou verde oliva escuro. Micélio aéreo esparso,
formado abundantemente, branco ou cinzento, formando partes cinzentas
esbranquicadas, sem exsudatos. Colénia em MEA (fig.7b), com 70mm de
diametro, verde oliva ou verde amarelado, flocoso, reverso verde escuro, micélio
aéreo esparso, difuso ou flocoso, sem exudatos. Colénias em OA (fig.7c), com
65mm de diametro, verde oliva, margens verde-escuras, reverso verde escuro
ou marrom oliva, micélio aéreo aveludado, denso, liso, sem exsudatos. Col6nias
em SNA (fig.7d), com 60mm de diametro, cinza ou verde oliva, aveludada,
reverso cinza chumbo ou verde escuro, margens verde-claras, micélio aéreo

formando largas partes esbranquigadas ou cinzentas, aveludado, com exsudato.
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Figura 7- Col6nias de Cladosporium sp. nova 2 em a. Batata Dextrose Agar (BDA), b.
Agar Extrato de Malte (MEA), c. Aveia-Agar (OA), d. Agar Pobre em Nutrientes (SNA) por 14
dias em 28°C

Fonte: Mayara Luiza (2021)

4.3 FUNGOS ISOLADOS DO CORPO DOS MORCEGOS

Levando em conta as trés areas do corpo dos 6 espécimes dos morcegos,
temos 26 taxons, 11 taxons da asa, 6 da cavidade oral, e 9 do pelo, como mostra
a tabela 2. Sendo 23 pertencentes ao filo Ascomycota e 3 ao filo Basidiomycota.
Os 3 taxons do filo Basidiomycota, foram os géneros Rhodotorula, isolado da
asa, o que vai de acordo com Cunha et al. (2020), que Rhodotorula também foi
isolado na asa. O género Sakaguchia, isolado do corpo e o género Ceriporia
isolado da cavidade oral. Rhodotorula néo foi isolado do ar da caverna, e possui
varias espécies associadas a dermatomicoses e micoses sistémicas, patégeno
também para animais (Rosa et al.,2018). Aspergillus e Wickerhamomyces foram
0s géneros mais isolados, com 7 taxons cada, Wickerhamomyces foi isolado nos
trés micro-habitats, ja Aspergillus ndo foi isolado na cavidade oral. Cladosporium
com 2 taxons foi isolado no pelo e na asa, Fusarium, com 2 taxons, foi isolado

somente na asa, Diaporthe e Penicillium, foram isolados na asa de dois
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espécimes diferentes. Na regido da boca foram isolados géneros que néo foram
isolados do ar, como o género Hypoxylon, que € um fungo endofitico e saprébio,
encontrado em madeira morta, usado em estudos como bioprospecc¢ao, com

potencial antitumoral (Silva, 2018).

Tabela 2-Tabela dos géneros dos fungos identificados do corpo dos morcegos

GENERO ASA PELO ORAL
Rhodotorula X

Diaporthe X

Ceriporia X
Hypoxylon X
Sakaguchia X
Aspergillus X X
Blastobotrys X
Fusarium X
Wickerhamomyces X X X
Cladosporium X X
Penicillium X

Deniquelata X

Autora: Mayara Luiza (2021)

O género Wickerhamomyces foi 0 Unico género presente nos trés micro-
habitats, e em um dos espécimes dos morcegos foi 0 Unico género isolado.
Sendo a espécie W. anomalus sendo 5 dos 7 taxons identificados, de acordo o
programa BLASTn, onde a per identification foi de 99%. Também com 99% de
per identification, usando os marcadores ITS e LSU, na forma de levedura, foi a
espécie P. citrinum, que é um patégeno humano, causando problemas

respiratérios (Hesse et al., 2017).

Os trés micro-habitats coletados apresentaram abundéancia parecida, no
pelo sendo um pouco maior. A cavidade oral apresentou menor rigueza, do que

o pelo e a asa, como € possivel observar no grafico 2.

Gréfico 2- Abundancia/Riqueza dos fungos isolados do corpo dos morcegos
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A espécie P.gymnonotus € insetivora, e deve ter entrado em contato com
alguns dos esporos dos géneros isolados quando estavam se alimentando ou
voando ao entrar em contato com algumas plantas e com o solo. Nao existem
estudos suficientes de fungos associados ao corpo dos morcegos para

comprovar essa teoria.

Em relacdo aos outros substratos coletados, os micros habitats do corpo
dos morcegos apresentou uma maior concentracdo de leveduras, provavel
porgue crescem em uma temperatura mais alta, como a temperatura corporal

dos morcegos (~36°C), e em substratos mais umidos, como a cavidade oral.
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4.4FUNGOS ISOLADOS DO GUANO INSETIVORO

As amostras do guano, somente guano insetivoro, ndo tinha outros tipos
de guano presentes na caverna na hora da coleta, foram coletadas nas duas
camaras, e isoladas nos meios de cultura BHI e SAB. Em BHI foram 581 UFC, e
no meio SAB 40 UFC e 16 taxons ao todo, com o meio BHI foram isolados 4
taxons, Aspergillus (2 taxons), Penicillium (1 taxon) e Fusarium (1 tAxon). Através
do programa BLASTn, com 99% de per identification, foi possivel identificar a
espécie de Fusarium, F. solani. Que é um fitopatégeno, causando podriddo de
raizes, por exemplo na pimenteira-do-reino (Rocha et al., 2016). Com o meio
SAB foram isolados 12 taxons, Penicillium (4 taxons), um sendo a espécie
P.citrinum que também foi isolada na asa, Aspergillus (2 taxons), Candida (2
taxons), Allocryptovalsa, Dichotomopilus, Arcopilus e Metschnikowia (1 taxon

cada), como é possivel observar na tabela 3.

Tabela 3-Tabela dos géneros dos fungos identificados do guano insetivoro

GENERO BHI SAB
Aspergillus X X
Allocryptovalsa X
Candida X
Penicillium X X
Fusarium X
Dichotomopilus X
Arcopilus X
Metschnikowia X

Autora: Mayara Luiza (2021).

As mesmas amostras foram isoladas nos dois meios, mas as amostras
gue foram isoladas em BHI, a maioria ndo ampliou durante a PCR, por isso ndo

foi possivel sua identificacao.

Candida, Dichotomopilus, Arcopilus, Metschnikowia foram somente
isolados no guano. Provavelmente porque o0 guano apresenta maior matéria
organica que o0s outros substratos e depositado no solo, sendo mais uma fonte
de nutrientes. Candida € um patdgeno humano bem conhecido, o que representa

um risco aos visitantes da caverna ao entrarem em contato com os esporos das
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espécies desse género. Difere de Cunha et al. (2020), onde Candida foi

encontrada nas amostras dos morcegos e nao do guano.

Muitas espécies ndo Saccharomyces tém sido utilizadas como leveduras
alternativas na producdo de vinhos porque possuem propriedades sensoriais
gue sao distintas em comparagdo aos vinhos produzidos utilizando somente
Saccharomyces cerevisae como o indculo classico. Metschnikowia € um do
género mais investigado como levedura de vinho, gracas a sua ocorréncia em
diversos ambientes e seu impacto na producao de vinhos, tem sido encontrada
em uvas, videiras, moscas de frutas e fermentacbes de vinhos como parte
residente da microbiota de vinicolas e equipamento de fabricacdo de vinho
(Vicente et al., 2020).

As espécies de Arcopilus, previamente identificadas como Chaetomium,
séo notaveis por sua aplicabilidade na agricultura como agentes de controle de
fitopatogénicos e como produtos comerciais. A atividade antifungica desse
género esta associada com a habilidade de produzir varios metabolitos
secundarios, especialmente policetideos (Sousa et al., 2020). Tem a chance de
ser uma nova espécie e um primeiro registro desse género em cavernas, ja que
atualmente possui somente 7 espécies identificadas (Sousa et al., 2020), mas &
necessario mais teste morfologicos e moleculares para confirmar essa

possibilidade.

Grafico 3- Abundancia/Riqueza dos fungos isolados do guano insetivoro
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Em relacdo as cameras, a camara 1 apresentou maior abundancia, mas
menor riqueza do que a camara 2, como mostra o grafico 3, o que pode estar
relacionado a idade do guano depositado, na camara 2 o guano estava mais

fresco que € onde se encontra a maior concentragcdo de morcegos.

4 5IDENTIFICACAO FILOGENETICA DOS ISOLADOS

Os isolados foram previamente avaliados com bases em caracteristicas
macro e microscopicas das colénias e com base de sequencias de ITS do rDNA.
Para confirmar os resultados obtidos nas analises no BLASTn, foram realizadas
analises filogenéticas baseadas em ML, que confirmou que os isolados obtidos

no presente estudo pertencem aos filos Ascomycota e Basidiomycota.

Um total de 79 sequéncias dos fungos isolados no estudo foram utilizadas
nas analises filogenéticas. A arvore filogenética baseada em ML (fig. 10) mostrou
a presenca de 25 géneros nos isolados do ar, 4 nos isolados do guano e 9
géneros nos trés micro-habitat do corpo dos morcegos. Com alguns dos géneros
sendo fungos fitopatogénos e com potencial de patégenos humanos. A anélise
das sequéncias de DNA dos isolados obtidos demonstrou que nao foram
observados fungos dos géneros Histoplasma e Geomyces gue estavam entre 0s

objetivos dessa pesquisa.
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Figura 8- Arvore filogenética com base em maxima verossimilhanga utilizando sequencias de
ITS do rDNA. Isolados obtidos no presente estudo estéo identificados com diferentes cores:
azul sdo isolados do ar, verde isolados do guano, vermelho isolados da asa, laranja isolados do
pelo e roxo isolados da cavidade oral dos morcegos. Cunninghamella gigacellularis URM 7400

e Absidia caatinguensis URM 7156 foram utilizadas como grupo externo.
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5 CONCLUSOES

A caverna Furna do Morcego, em area de Caatinga no Parque Nacional
Vale do Catimbau, possui uma riqueza de fungos que demonstra a importancia
dela para preservacao da diversidade bioldgica e pesquisas espeleoldgicas.

Durante esse estudo foi possivel identificar isolados fungicos obtidos das
amostras do ar das duas camaras da caverna. Cladosporium e Aspergillus séo
0s géneros como a maior parte dos taxons identificados, incluindo duas novas
espécies de Cladosporium.

64 géneros foram isolados no ar, 16 do guano, 11 da asa, 6 da cavidade
oral e 9 do corpo do morcego. Este fato demostra como os fungos sao capazes
de habitar diferentes substratos/ambientes/hospedeiros da caverna.
Isolados/taxons do género Aspergillus foram identificados em todos os
substratos coletados, exceto na cavidade oral.

Em todos as areas coletadas foram isolados e identificados géneros de
importancia meédica, fitopatogénica e industrial.

Mais analises sdo necessarias para identificacdo das espécies para ter
certeza se sao possiveis patdgenos e se podem ter alguma aplicacao
biotecnoldgica.
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Abstract

Caves are important roosts for hundreds of bat species worldwide. Such habitats frequently harbour rich
and extremely specialised biotas; however, they remain among the least-studied places on Earth,
particularly in the tropical region. The fungal richness in tropical caves in Brazil has been recently studied,
and these surveys have reported a largely unexplored mycobiome, highlighting some bat caves as hotspots
for fungal findings. During a speleomycological survey in a bat cave in the Caatinga dry forest in Brazil,
15 fungi, previously identified as Cladosporium, were isolated from the air and ectoparasitic bat flies
(Diptera: Streblidae) collected from the bat Pteronotus gymnonotus (Chiroptera: Mormoopidae). Based on
morphological features and multi-gene (ITS rDNA, ACT, and TEF1) phylogenetic analyses, we reported
eight Cladosporium species in this cave. Two new species, C. cavernicola and C. pernambucoensis, were
isolated from the cave air and have been formally described here. They, along with C. puris, C. subuliforme,
and C. tenuissimum, were related to the C. cladosporioides species complex. Additionally, we recorded C.
austrohemisphaericum, C. parahalotolerans, and C. sphaerospermum (C. sphaerospermum species
complex). Our findings emphasise the large potential for new fungal species associated with caves and bats

worldwide.

Keywords: Airborne fungus, Brazilian Caatinga, Cladosporiaceae, Speleomycology
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Introduction

Bat caves are roosts harbouring a large number of bats, commonly surpassing more than 100,000
individuals of one or more species (Otalora-Ardila et al. 2019). Consequently, they usually contain large
deposits of guano, which provide specific conditions to support a rich and complex biota (Vanderwolf et
al. 2013). Several factors such as water movement, air currents, plants, bat species, and human visitors can
also act as exchange pathways for microorganisms between the underground and surface environments,
affecting the cave habitat (Gabriel and Northup 2013). Recently, studies have indicated that several fungal
species discovered from caves, bats, and guano originated from other habitats, suggesting that external
vectors from an epigean environment may play an important role in the fungal community in caves (Zhang
et al. 2018).

Nearly 2,000 fungal species have been recorded in caves and similar environments (Vanderwolf
et al. 2013; Cunha et al. 2020). Among them, there is the genus Cladosporium Link, one of the largest
genera of dematiaceous hyphomycetes and is the most heterogeneous based on morphology and phylogeny
(Bensch et al. 2012; Sandoval-Denis et al. 2015). More than 772 names have been included in this genus
(Dugan et al. 2004) and currently comprises 857 names in the Index Fungorum (June 2021), yet several
species were excluded by taxonomic treatments (Crous et al. 2006; Schubert 2005; Schubert and Braun
2004, 20053, b; Schubert et al. 2006, 2007; Wijayawardene et al. 2020). Cladosporium is a monophyletic
genus belonging to the family Cladosporiaceae (Cladosporiales, Dothideomycetes, Ascomycota) (Bensch
et al. 2010; Abdollahzadeh et al. 2020) and Davidiella was previously treated as its teleomorph (Braun et
al. 2003).

Cladosporium species have a unique coronate scar structure (David 1997) of its conidiogenous
loci and conidial hila, consisting of a central convex dome surrounded by a raised periclinal rim (David
1997; Braun et al. 2003) and conidia in acropetal chains (Bensch et al. 2010). Species delimitation in
Cladosporium is mainly based on molecular data and morphological features (Bensch et al. 2012, 2015).
Based on the taxonomic approach, three species complexes were proposed due to the species morphological
similarity: C. herbarum (Schubert et al. 2007), C. sphaerospermum (Zalar et al. 2007; Dugan et al. 2008),
and C. cladosporioides (Bensch et al. 2010). Species in each of these complexes are morphologically
similar but genetically distinguishable. Based solely on their morphology, species are mainly identified in

one of the Cladosporium species complexes (Bensch et al. 2018).
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Cladosporium species are commonly isolated from soil and air samples (indoor and external
environments) and are considered mainly saprobes; however, some species have also been reported as
endophytes and cause disease in humans, animals, and plants (Bensch et al. 2012, 2018). In cave
environments, Cladosporium (along with Aspergillus and Penicillium) is the most reported airborne fungus
around the world, for example, in Poland (Kokurewicz et al. 2016), Spain (Fernandez-Cortes et al. 2011),
and China (Zhang et al. 2017). In a bat cave in Brazil, Cladosporium is one of the most frequently isolated
fungi, with isolates classified as C. sphaerospermum and C. cladosporioides species complexes (Cunha et
al. 2020).

Fungi found in air, guano, and on sampled bats are being studied and described as part of a study
on the cave environment in Caatinga dry forests in Brazil (Cunha et al. 2020). Here, we extend our reports
on the findings of such analyses, focusing on the richness of Cladosporium species in one of these caves,
and describing two new species for the genus, based on morphological features and multi-gene (ITS rDNA,

ACT, and TEF1) phylogenetic analyses.

Material and Methods
Cladosporium isolates
Cladosporium isolates were obtained from the air in the bat cave Furna do Morcego (Fig. 1) located in the
Parque Nacional do Catimbau (IUCN Category 1), Pernambuco state, North-eastern Brazil (8°24'00” and
8°36'35" S; 37°0'30" and 37°1'40” W), a protected area in the Caatinga domain (see Cunha et al. 2020).
Airborne fungi sampling, capturing bats, and fungal isolation were performed as described by Cunha et al.
(2020). In addition, two isolates were obtained from ectoparasitic bat flies (Diptera: Streblidae) found on
the big naked-backed bat (Pteronotus gymnonotus, Chiroptera: Mormoopidae) captured in the same cave.
The collection was authorised by the Ministério do Meio Ambiente (MMA)/Instituto Chico Mendes de
Conservacgdo da Biodiversidade (ICMBio) (SISBIO number 68992-3) and by the Ethics Committee on
Animal Care-UFPE (number 114/2019).

Representative isolates and ex-type cultures are deposited in the University Recife Mycology
(URM) culture collection (Micoteca URM Profa. Maria Auxiliadora Cavalcanti, WCDM 604) and slide
preparation in the URM fungarium (Herbario URM Pe. Camille Torrend) at the Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, Brazil. In addition, isolates are deposited in the working collection of the Laboratério

de Taxonomia e Biotecnologia Utilizando Fungos/UFPE, Recife, Brazil.
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Morphology

Fungal isolates previously identified as Cladosporium were cultured on malt extract agar (MEA), oatmeal
agar (OA), potato dextrose agar (PDA), and synthetic nutrient-deficient agar (SNA) (Crous et al. 2009).
Macroscopic observation of colonies was conducted on MEA, OA, PDA, and SNA after 14 days at 25 °C
in the dark. The colour of colonies was evaluated using Rayner charts (1970). Microscopic features were
obtained from cultures grown on SNA after 7-14 days at 25 °C in the dark (Bensch et al. 2018). Slides
were prepared in clear lactic acid as described by Bensch et al. (2012) and in lactophenol blue solution. At
least 30 structures (e.g., conidiogenous cells, ramoconidia, and conidia) were measured for each new

species.

DNA extraction, PCR amplification, and sequencing

For genomic DNA extraction, isolates were subcultured on PDA and incubated for 7 days at 25 °C in the
dark. The Wizard® Genomic DNA purification kit (Promega Corporation, Madison, WI, USA) was used
to perform DNA extraction according to the manufacturer’s instructions. The primer pairs ITS4/ITS5
(White et al. 1990), ACT-512F/ACT-783R (Carbone and Kohn 1999), and EF-728F/EF-986R (Carbone
and Kohn 1999) were used to amplify the first and second internal transcribed spacer regions and 5.8S
intermediate rDNA of the ITS region, and the partial fragments of the actin (ACT) and translation elongation
factor 1-a (TEF1) genes, respectively. The same primer pairs were used for amplicon sequencing with the
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v.3.1, following the manufacturer’s instructions. PCR
amplification and sequencing and sequence analyses were performed as described by Bezerra et al. (20174,

b). Sequences generated in this study were deposited in the GenBank (Online Resource 1 and 2).

Phylogenetic analyses

Previously, the ITS, ACT, and TEF1 sequences were used for megablast searches using the BLASTn tool
of the NCBI GenBank nucleotide database. Two datasets were constructed for the phylogenetic analyses:
1) comprising sequences of the C. cladosporioides species complex (mainly following lturrieta-Gonzélez
and Gené 2021, Zimowska et al. 2021 and Freitas et al. 2021) and 2) comprising sequences of the C.
sphaerospermum species complex (following Bensch et al. 2018). The alignments for each locus were

performed using the online MAFFT v. 7 online interface (Katoh and Standley 2013) and manual
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adjustments were made using MEGA v. 7 (Kumar et al. 2016). In the C. cladosporioides species complex
dataset, C. sphaerospermum (CBS 193.54) and C. longissimum (CBS 300.96) were used as outgroups,
whereas for the C. sphaerospermum species complex matrix, Cercospora beticola (CBS 116456) was used
(accession numbers are provided in Online Resource 1). Nucleotide substitution models were estimated
separately for each gene region using MrModeltest 2.3 (Nylander 2004). Bayesian inference (BI) analyses
(two Markov chains, 1 x 10° generations, 25% of burning and chains were sampled every 1,000 generations)
were performed using MrBayes 3.2.7 (Ronquist and Huelsenbeck 2003) hosted on the CIPRES Science
Gateway Portal (Miller et al. 2010). Maximum likelihood (ML) analyses were performed using
RAXMLHPC2 on XSEDE 8.2.12 (Stamatakis 2014; CIPRES Science Gateway Portal) with 1,000 bootstrap
and GTR+G+1 as the best nucleotide substitution model. The resulting trees were viewed using the FigTree
v. 1.4.4. ML bootstrap (ML-BS) > 70% and BI posterior probability (BPP) > 0.95 values are plotted in the

trees. The combined alignments were deposited in TreeBASE (study ID [processing]).

Results

BLASTN searches in the NCBI GenBank database showed 12 sequences of our isolates were related to C.
cladosporioides species complex and three to C. sphaerospermum species complex. In the C.
cladosporioides species complex matrix, sequences from 83 species were used, and the combined
alignment contained 1,137 characters (ITS = 485, ACT = 268, and TEF1 = 384), including gaps. For the C.
sphaerospermum species complex matrix, sequences from 24 species were used, and the combined
alignment contained 648 characters (ACT = 264 and TEF1 = 384), including gaps. Phylogenetic trees were
constructed for the combined matrices (Fig. 2 and 3) and individual datasets (data not shown). The best
nucleotide for the Bl analysis was SYM+I for ITS (C. cladosporioides species complex) and GTR+I+G for
ACT and TEF1 (C. cladosporioides and C. sphaerospermum species complexes).

The phylogenetic inference for the C. cladosporioides species complex (Fig. 2) showed that six
isolates belonged to two known species (C. tenuissimum [two isolates] and C. subuliforme [four]) and the
other six isolates as independent lineages in the combined tree. The isolate X24 had C. magnoliigena as a
sister species (ML-BS = 100 and BPP = 1), whereas isolates X34, X7, and X13 nested in a clade related to
C. anthropophilum and C. puris, and isolate X4, as a single lineage, related to C. crousii, C. endoviticola,
and C. pseudocladosporioides. Two of the four unknown phylogenetic species are new and described

below. We were not able to obtain new cultures during the subculturing process of isolates X13, X15, and
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X24. The phylogenetic inference for the C. sphaerospermum species complex (Fig. 3) placed the isolate
Z23 in the same clade of C. austrohemisphaericum (ML-BS = 98 and BPP = 1), isolate X14 within C.

sphaerospermum (ML-BS = 98 and BPP = 1), and isolate X36 in the C. parahalotolerans clade.

Taxonomy
Cladosporium austrohemisphaericum Bensch, Crous & U. Braun, Stud. Mycol. 82: 42. 2015.

Type: New Zealand, Auckland, Morrin Reserve, isolated from black mould on the surface of the
fruit of Lagunaria patersonia (Malvaceae), 18 April 2005, C.F. Hill, Hill 1163 (CBS H-22350, holotype;
ex-type culture CBS 140482 = CPC 12068).

Description and illustration: Bensch et al. (2015).

Material examined: Brazil, Pernambuco state, Ibimirim municipality, Catimbau National Park,
Furna do Morcego bat cave, isolated from the air, October 2019, M.L.S. Pereira (isolate Z23).

Notes: Cladosporium austrohemisphaericum (C. sphaerospermum species complex) was
described by Bensch et al. (2015) with an ex-type culture isolated from a black mould on the surface of the
fruit of Lagunaria patersonia (Malvaceae) in New Zealand. This species was also reported from Musa sp.
(Musaceae) in Australia and Cussonia thyrsiflora (Araliaceae) in South Africa (Bensch et al. 2015). Based
on DNA sequence analyses (Fig. 3), we identified the isolate Z23 as C. austrohemisphaericum. This is the

first report of this species in Brazil and a tropical cave.

Cladosporium cavernicola M.L.S. Pereira, J.D.P. Bezerra & C.M. Souza-Motta, sp. nov. Fig. 4

MycoBank: [processing]

Etymology: Name reflects the location of a bat cave where the species was found.

Type: Brazil, Pernambuco state, Ibimirim municipality, Catimbau National Park, Furna do
Morcego bat cave, isolated from the air, October 2019, M.L.S. Pereira (holotype URM [processing], culture
ex-type URM 8389 = isolate X4).

Description: Mycelium aerial, abundant, occasionally immersed; hyphae branched, septate,
smooth, or sometimes verruculose, subhyaline to pale olivaceous-brown, (0.5-)2-3(-4) pm wide.
Conidiophores commonly macronematous, mononematous, occasionally micronematous, solitary, arising
apically and laterally from hyphae, erect, straight, cylindrical-oblong, non-nodulose, usually geniculate-

sinuous, septate, pale to dark brown, occasionally minutely verruculose at the base, 13-470 x 2-5 um.
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Conidiogenous cells integrated, monoblastic or polyblastic, mostly sympodially proliferating, geniculate-
sinuous. Conidiogenous loci protuberant, thickened, refractive or barely to distinctly darkened, conidial
formation holoblastic. Primary ramoconidia cylindrical-oblong, pale olivaceous-brown, smooth, slightly
thickened, 0-1-septate, base truncate, (1-)2-5(-6) distal hila, subdenticulate, 0.5-1.5 pm diam., slightly
thickened and darkened-refractive, 12.5-28 x 5-6.5 um. Secondary ramoconidia ellipsoid-ovoid to
subcylindrical or cylindrical-oblong, 0-septate, smooth, (1-)2—5(-6) distal hila, subdenticulate, 0.5—1.5 um
diam., slightly thickened and darkened-refractive, (6.5-)8-13(-18) x (5-)6.5-8(-9) um. Conidia solitary,
commonly catenate, unbranched or branched acropetal chains, numerous. Terminal conidia obovoid,
limoniform or ellipsoid, occasionally subglobose, apex rounded, subhyaline to brown, smooth 7.5-8.5 x 3—
5.5 um. Intercalary conidia ellipsoid, limoniform or subcylindrical, smooth, 0-septate, slightly attenuated
towards apex and base, 1-3(—4) distal hila, subdenticulate, 0.5-1.5 um diam, slightly thickened and
darkened-refractive, 7.5-11 x 3.5-6 pm.

Culture characteristics (14 days at 28 °C in the dark): Colonies on PDA grew up to 74 mm in
diam., dark green, olivaceous grey, or olivaceous black, velvety, margins green olivaceous to dark green;
reverse dark green or dark olivaceous. Aerial mycelium sparse, abundantly formed, feathery, white to
greyish, forming large whitish or smoke-grey patches, without exudates. Colonies on MEA grew up to 70
mm in diam., dark green, olivaceous black at margins, floccose; reverse dark green or yellowish-green,
aerial mycelium sparse, diffuse to floccose, floccose-felty, without exudate. Colonies on OA grew up to 65
mm in diam., green olivaceous, margins dark green or dark olive, regular; reverse dark green, or dark
olivaceous, aerial mycelium velvety, dense, flat, without exudate. Colonies on SNA grew up to 60 mm in
diam., grey to olivaceous green, or dark olivaceous, velvety; reserve iron-grey or olivaceous black, or dark
green, margins lighter green, feathery, radially furrowed, wrinkled and with elevated colony centre, aerial
mycelium forming large whitish or smoke-grey patches, fluffy-woolly, velvety, with exudate, and
sporulation profuse.

Notes: Cladosporium cavernicola (C. cladosporioides species complex) is morphologically (Table
1) and phylogenetically (Fig. 2) related to C. endoviticola, C. crousii, and C. pseudocladosporioides. This
new Cladosporium species was isolated from the air of a cave, which is a roost for bat populations that
reach over 37,000 individuals. At least five bat species have been recorded in this cave, although P.
gymnonotus is the numerically dominant species (E. Bernard, unpublished data). Cladosporium cavernicola

morphologically differs from C. endoviticola, which is a species introduced from a fungus isolated from
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fresh asymptomatic flowers of Vitis vinifera in China (Manawasinghe et al. 2020), by smaller ramoconidia
(13-26 x 2—4.6 um) and conidia (4.5-8.5 x 2.5-3.3 pm), and colony growth rate on PDA. Cladosporium
crousii was described from human bronchoalveolar lavage fluid in the USA (Sandoval-Denis et al. 2016)
and it is differentiated from C. cavernicola by the size of conidiophores (up to 230 um x 2-3.5 pm),
ramoconidia (19-39 x 2-3 pm, secondary 9.5-24 x 2.5-3.5 um), and conidia (terminal 7-9 x 2-2.5 um and
intercalary 9-10 x 2-3 pum) (Sandoval-Denis et al. 2016). In addition, C. crousii exhibits smaller colony
growth on OA and SNA (Sandoval-Denis et al. 2016). Cladosporium pseudocladosporioides was described
by Bensch et al. (2010) and isolated from outside air in the Netherlands, and has been reported as a common
and widespread saprobic fungus (Bensch et al. 2018). Cladosporium cavernicola is distinct from C.
pseudocladosporioides, with shorter conidiophores (15-155 x 2—4 um) 0-—5-septate, and smaller
ramoconidia (19-48 x 3—4 um, 0—2(—3)-septate; secondary (6.5—)8—23(-29) x (2—)2.5-3.5(—4) pm) and
conidia (terminal 3—5.5 x (1-)1.5-2.5 pum and intercalary 4.5-13(—19) x (1.8-)2—-3 pm) (Bensch et al.

2010, 2018).

Cladosporium parahalotolerans Bensch & Samson, Stud. Mycol. 89: 261. 2018.

Type: Netherlands, Gilze, swab sample in an apartment, J. Houbraken (CBS H-23255, holotype;
ex-type culture CBS 139585 = DTO 161-D3).

Description and illustration: Bensch et al. (2018).

Materials examined: Brazil, Pernambuco state, Ibimirim municipality, Catimbau National Park,
Furna do Morcego bat cave, isolated from the air, October 2019, M.L.S. Pereira (isolate X36).

Notes: Interestingly, C. parahalotolerans (C. sphaerospermum species complex) have been mostly
reported in indoor air in China, Mexico, Netherlands, and the USA (Bensch et al. 2018). Recently, C.
parahalotolerans was found in samples of traditionally prepared dry starters in India (Anupma and Tamang
2020) and as a possible fungus colonising oil painting in Italy (Gatti et al. 2021). Sequences from our isolate
(X36) clustered together with sequences from C. parahalotolerans in our phylogenetic analysis (Fig. 3).
This is the first report of Cladosporium parahalotolerans in Brazil and a tropical cave, expanding the

distribution of this species.

Cladosporium pernambucoensis M.L.S. Pereira, J.D.P. Bezerra & C.M. Souza-Motta, sp. nov. Fig. 5

MycoBank: [processing]
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Etymology: Name reflects the Brazilian state (Pernambuco), where the species was found.

Type: Brazil, Pernambuco state, Ibimirim municipality, Catimbau National Park, Furna do
Morcego bat cave, isolated from the air, October 2019, M.L.S. Pereira (holotype URM [processing], culture
ex-type URM 8390 = Isolate X7).

Description: Mycelium aerial, abundant, occasionally immersed, hyphae branched, septate,
smooth, subhyaline to pale olivaceous-brown, 2-3 um wide. Conidiophores commonly macronematous,
mononematous, occasionally slightly verruculose at the base, solitary, erect, straight, cylindrical-oblong,
non-nodulose, commonly geniculate-sinuous, septate, pale to dark brown, up to 850 x 2-4 pm.
Conidiogenous cells integrated, commonly polyblastic, sympodial proliferating, and geniculate-sinuous.
Conidiogenous loci protuberant, thickened, refractive or barely to distinctly darkened, conidial formation
holoblastic. Primary ramoconidia cylindrical-oblong, pale olivaceous-brown, smooth, slightly thickened,
0-1-septate, base truncate, subdenticulate, sometimes slightly rough-walled, 15-42 x 2—-3 um. Secondary
ramoconidia ellipsoid-ovoid to subcylindrical or cylindrical-oblong, 0-septate, smooth, somewhat
thickened and darkened-refractive, 8-23 x 2-5 pm. Tertiary ramoconidia, similar to secondary
ramoconidia Conidia formed in long branched chains, aseptate, branching in all directions. Terminal
conidia oblong, subhyaline to brown, smooth, 4.5-8.5 x 3-4.0 um. Intercalary conidia ellipsoid,
subcylindrical, smooth, 0-septate, somewhat thickened and darkened-refractive, 5.5-15 x 2-3.5 um.

Culture characteristics (14 days at 28 °C in the dark): Colonies on PDA grew up to 60 mm in
diam., dark green, or dark olivaceous, velvety, margins olivaceous to dark green, feathery, regular; reverse
dark green or dark brown or black. Aerial mycelium dense, low, forming mats, growth flat, without
prominent exudates. Colonies on MEA reached 64 mm diam., light brown to olivaceous green, pale
olivaceous green or whitish due to aerial mycelium; reverse mild green or olivaceous dark green, margins
lighter brown. Aerial mycelium abundantly formed, velvety to floccose, covering almost the whole colony,
whitish, and growth flat to effuse. Colonies on OA attained 65 mm in diam., grey-olivaceous, towards
margins at first greenish olivaceous, dull-green and grey-olivaceous, dark green, velvety; reverse bright
yellow or yellowish green, with neon yellow pigment, margins regular. Aerial mycelium scattered to
sometimes abundant, felty, yellowish, or neon yellow pigment halo around the colony. Colonies on SNA
growing up to 58 mm in diam., dark brown to dark green, or olivaceous black, slightly dusty; reverse dark
green or dark brown to black, margins olivaceous green, feathery, radially furrowed, diffuse; aerial

mycelium sparse, velvety, growth flat.
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Other materials examined: Brazil, Pernambuco state, Ibimirim municipality, Catimbau National
Park, Furna do Morcego bat cave, isolated from the air, July 2019, M.L.S. Pereira (URM 8391 = isolate
X34).

Notes: Cladosporium pernambucoensis (C. cladosporioides species complex) is morphologically
(Table 1) and phylogenetically (Fig. 2) related to C. anthropophilum and C. puris. Cladosporium
anthropophilum was described by Sandoval-Denis et al. (2016) as ‘a common saprobic fungus with a
relevant clinical importance’. The new species, C. pernambucoensis, differs from C. anthropophilum by
the size of conidiophores (up to 550 x 2—5 um), type and size of ramoconidia (20-51 x 2—5 um, 0(-2)-
septate), and the formation of short branched chains of conidia (terminal 3.5-9 x 2-3 pm, intercalary 4.5—
12(-19) x 2-3(-4) wm) (Sandoval-Denis et al. 2016; Bensch et al. 2018). In addition, colonies of C.
pernambucoensis produce a yellowish or neon yellow pigment around the colony growing on OA, whereas
no pigment production has been reported for C. anthropophilum (Sandoval-Denis et al. 2016; Bensch et al.
2018). Another species, C. puris, which is closely related to C. pernambucoensis, was recently described
by Freitas et al. (2021) from submerged litter in streams in Brazil. Cladosporium puris has shorter
conidiophores (44-225 x 2-3 pm), and smaller ramoconidia (8—17.5 x 2.5-4 um, secondary 5—12.5 x
2-3.5 um) and conidia (intercalary 3.5-6 x 2—3.5 pm, terminal 2.5—4.5 x 2—3 um) (Freitas et al. 2021). In
addition, C. puris has a low growth rate on PDA and MEA, and no diffuse pigment was observed in the

culture medium (Freitas et al. 2021).

Cladosporium puris M.L.R. Freitas & O.L. Pereira, Phytotaxa 482(3): 232. 2021.

Type: Brazil, Minas Gerais, Canad, 626-642 m, 20°44°24” S, 42°37°53” W, on submerged litter
in streams, 7 September 2017 (VIC 44468, holotype; ex-type culture COAD 2487).

Description and illustration: Freitas et al. (2021).

Material examined: Brazil, Pernambuco state, Ibimirim municipality, Catimbau National Park,
Furna do Morcego bat cave, isolated from the air, July 2019, M.L.S. Pereira (isolate X15).

Notes: Recently, C. puris (C. cladosporioides species complex) was proposed for two isolates
obtained from submerged litter in streams found in an area of the Atlantic Forest in Brazil (Freitas et al.
2021). Our phylogenetic inference (Fig. 2) identified isolate X15 as C. puris, which is an airborne fungus
in a bat cave of the Caatinga dry forest. This record expanded the known geographic distribution of the

species by approximately 1,500 km and its potential occurrence in the environment.
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Cladosporium sphaerospermum Penz., Michelia 2 (no. 8): 473. 1882.

Type: Italy, Padova, on faded leaves and stems of Citrus sp. (Rutaceae), Feb. 1882, O. Penzig
(not preserved). The Netherlands, from the nail of man, 1949, coll. and isol. R.W. Zappey (CBS H-19738,
neotype; ex-neotype culture CBS 193.54 = ATCC 11289 = IMI 049637).

Description and illustration: see Zalar et al. (2007) and Bensch et al. (2012).

Materials examined: Brazil, Pernambuco state, Ibimirim municipality, Catimbau National Park,
Furna do Morcego bat cave, isolated from the air, October 2019, M.L.S. Pereira (isolate X14).

Notes: Cladosporium sphaerospermum is a cosmopolitan species found in several substrates and
hosts and is used to name one of the Cladosporium species complexes (Zalar et al. 2007; Bensch et al.
2012). In cave environments, C. sphaerospermum is one of the most reported Cladosporium species

(Vanderwolf et al. 2013).

Cladosporium subuliforme Bensch, Crous & U. Braun, Stud. Mycol. 67: 77. 2010.

Type: Thailand, Chiang Mai, Sansai, Mai Jo, palm nursery, and isol. from Chamaedorea
metallica (Arecaceae), 26 Dec. 2006, coll. I. Hidayat and J. Meeboon, FIH 401, Isol. P.W. Crous (CBS H-
20448, holotype; ex-type culture CBS 126500 = CPC 13735).

Description and illustration: Bensch et al. (2010).

Materials examined: Brazil, Pernambuco state, Ibimirim municipality, Catimbau National Park,
Furna do Morcego bat cave, isolated from the air, October 2019, M.L.S. Pereira (isolates X8 and X21).
Brazil, Pernambuco state, Ibimirim municipality, Catimbau National Park, Furna do Morcego bat cave,
isolated from ectoparasitic bat flies (Diptera: Streblidae) of the bat P. gymnonotus, October 2020, J.L.V.R.
Carvalho (isolates 16X and 19X).

Notes: Cladosporium subuliforme (C. cladosporioides species complex) was proposed as a fungus
isolated from Chamaedorea metallica (Arecaceae) in a palm nursery in Thailand (Bensch et al. 2010).
Later, it was isolated from yellow leaf spots on pepper (Capsicum annuum L. (Solanaceae)) in Cuba
(Ramos-Garcia et al. 2016), and in Brazil, it was associated with pecan trees (Carya illinoinensis
(Juglandaceae)) with leaf spot (Walker et al. 2016) and fruit scab symptoms on Passiflora edulis
(Passifloraceae) (Rosado et al. 2019). Our isolates were obtained from the air and ectoparasitic bat flies

found of the insectivorous bat P. gymnonotus. Based on phylogenetic inference (Fig. 2), this is the first
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report of C. subuliforme in a tropical cave and associated with ectoparasitic bat flies, expanding the

ecological lifestyle of this species.

Cladosporium tenuissimum Cooke, Grevillea 6 (no. 40): 140. 1878.

Type: Lectotype: USA, South Carolina, Aiken, on leaf sheets of Zea mays (Poaceae), H.W.
Ravenel, Ravenel, Fungi Amer. Exs. 160 (NY). Isolectotypes: Ravenel and Fungi Amer. Exs. 160 (e.g., K,
PH 01020427). Topotype material: Roumeguere, Fungi Sel. Gall. Exs. 5295 (e.g., NY). USA, Louisiana,
Baton Rouge, isol. from fruits of Lagerstroemia sp. (Lythraceae), 8 September 2007 P.W. Crous (CBS H-
20449, epitype; ex-type culture CBS 125995 = CPC 14253).

Description and illustration: see Bensch et al. (2012).

Materials examined: Brazil, Pernambuco state, Ibimirim municipality, Catimbau National Park,
Furna do Morcego bat cave, isolated from the air, October 2019, M.L.S. Pereira (isolates X2 and Z28).

Notes: Cladosporium tenuissimum (C. cladosporioides species complex) is a cosmopolitan
species, especially common in the tropics; often found in association with plant materials, but also isolated
from air, water, and food (Bensch et al. 2010, 2012). This species was isolated from the soil of a bat cave
in Bali (Bensch et al. 2012) and the air in Slovakia (Vanderwolf et al. 2013). We have reported
Cladosporium spp. in cave environments in Brazil (Taylor et al. 2013, 2014) and the most recent study in
a Brazilian bat cave (Cunha et al. 2020) showed isolates phylogenetically related to C. tenuissimum and
other species of the C. cladosporioides species complex. In our phylogenetic inference (Fig. 2), two isolates

(X2 and Z28) were placed together with the sequences of C. tenuissimum.

Discussion

In the present study, the Cladosporium species richness was evaluated from samples collected from the air
and bat flies in a bat cave of the Caatinga dry forest in North-eastern Brazil. Among the isolates, two new
Cladosporium species (C. pernambucoensis and C. cavernicola) were introduced into the C.
cladosporioides species complex based on morphological features and multi-gene phylogenetic analyses
(ITSTDNA, ACT, and TEF1). In the DNA sequence analyses, the best results for the characterisation of the
new species were obtained based on the phylogenetic analyses of the ACT and TEF1 genes, while the ITS
sequences were less informative in differentiating the limits among the new species of Cladosporium (see

Zalar et al. 2007). Six other known Cladosporium species (C. austrohemisphaericum, C. parahalotolerans,
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C. puris, C. sphaerospermum, C. subuliforme, and C. tenuissimum) have also been reported in our study.
Studies related to airborne fungi in caves have shown that Cladosporium is one of the most frequently
reported genera in this environment and has been commonly found in speleological research in European,
tropical, and subtropical countries (Vanderwolf et al. 2013; Cunha et al. 2020). These fungi are commonly
found in the air of caves because of the easy dispersion of conidia in the environment (Bensch et al. 2012;
Ogorek et al. 2014; Pusz et al. 2014).

The C. cladosporioides species complex comprises a large group of well-established and
phylogenetically defined species (Zalar et al. 2007; Bensch et al. 2010; Freitas et al. 2021). Phylogenetic
analyses of our isolates revealed that the two new species (C. pernambucoensis and C. cavernicola)
described belonging to that complex, along with other previously described species (C. tenuissimum, C.
subuliforme, and C. puris). Species in this complex are characterised by the presence of unbranched or
branched conidiophores, slightly cylindrical, carrying ovoid conidia to the interim and terminal ellipsoidal,
smooth, or rarely showing fine ornamentation (Bensch et al. 2012).

Phylogenetic inference positioned the new species C. pernambucoensis in a clade related to C.
anthropophilum and C. puris. C. cavernicola was positioned as a single lineage in the same clade
encompassing C. crousii, C. endoviticola, and C. pseudocladosporioides. Another isolate (Cladosporium
sp. X24) appeared as an unknown lineage closely related to C. magnoliigena which formed a clade with C.
cladosporioides, along with the isolate Cladosporium sp. X13, which is a single lineage related to the new
species C. pernambucoensis, C. anthropophilum, and C. puris. Cladosporium anthropophilum was
described by Sandoval-Denis et al. (2016) from clinical samples and human surfaces in the USA; C.
pseudocladosporioides was described from the outside air in the Netherlands (Bensch et al. 2010); C.
magnoliigena was described by Jayasiri et al. (2019) associated with Magnolia grandiflora (Magnoliaceae)
in China; and C. puris was described by Freitas et al. (2021) from submerged decayed leaves in Brazil.

Interestingly, C. subuliforme isolates were obtained from the air and ectoparasitic bat flies. Insects
in the cave environment can be vectors of fungi and, along with bats, transport spores inside caves (Dickson
1975; Cunha et al. 2020). Although some studies claim that fungi are found in association with these flies
(Haelewaters 2018; Santamaria 2020), to date, no study has been conducted on the transport of
Cladosporium spores by these Diptera. The potential role of bat ectoparasites serving as fungal vectors

among hosts requires attention. In fact, studies have shown wing spinturnicid mites (Spinturnicidae) as one
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of the propagators of Pseudogymnoascus destructans, which causes white-nose syndrome, an emerging
infectious disease in hibernating bats (Lucan et al. 2016).

Cladosporium austrohemisphaericum, C. sphaerospermum, and C. parahalotolerans related in
this study belong to the C. sphaerospermum species complex. The C. sphaerospermum species complex is
mainly characterised by conidiophores that are simple or frequently branched, with 0—3-septate, smooth or
verruculose ramoconidia, and globose or subglobose, pigmented, smooth to verruculose terminal conidia
(Zalar et al. 2007). Most of the species in the C. sphaerospermum complex are considered halophilic and
halotolerant and are often isolated from extreme ecological environments (Bensh et al. 2012; Zalar et al.
2007); in addition, some species are also known from indoor environments (Bensch et al. 2018). The
phylogeny for species delimitation in the C. sphaerospermum complex has been expanded with the addition
of new sequences or species (Zalar et al. 2007; Bensch et al. 2018).

Studies on the mycobiota of bat caves in Brazil and other regions of the planet are still scarce
(Taylor et al. 2013; Vanderwolf et al. 2013; Zhang et al. 2021; Cunha et al. 2020); yet, they have revealed
a remarkable fungal diversity, which is still neglected and contribute to the estimation of local and global

diversity, highlighting the importance of conserving the cave environment.
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Fig. 1 Furna do Morcego bat cave at the Parque Nacional do Catimbau [Catimbau National Park],
Pernambuco state, Brazil. a Cave entrance. b. Sampling point 1 showing cave floor covered with bat guano.
¢ Example of Petri dish used to sample airborne fungi. Photos were taken by E. Barbier

Fig. 2 Bayesian inference tree using sequences of ITS rDNA, ACT and TEF of the Cladosporium
cladosporioides species complex. Isolates obtained in this study are in blue. New species are in bold and
blue. Type strains are in bold. ML-BS and BPP values >70% and >0.95, respectively, are included near
nodes. The tree was rooted to C. sphaerospermum (CBS193.54) and C. longissimum (CBS 300.96)

Fig. 3 Bayesian inference tree using sequences of ACT and TEF of the Cladosporium sphaerospermum
species complex. Isolates obtained in this study are in blue. Type strains are in bold. ML-BS and BPP values
>70% and >0.95, respectively, are included near nodes. The tree was rooted to Cercospora beticola (CBS
116456)

Fig 4 Cladosporium cavernicola URM 8389, ex-type. a Colonies on PDA, MEA, OA and SNA after 14
days at 28 °C in the dark. b—c Conidiophore and conidia. d Ramoconidia and conidia. e Conidia chain.
Scale bars = 10 um

Fig. 5 Cladosporium pernambucoensis URM 8390, ex-type. a Colonies on PDA, MEA, OA and SNA after
14 days at 28 °C in the dark. b Conidiophore and conidia. ¢ Branched conidia chains. d—f Primary,
secondary and tertiary ramoconidia with intercalate and terminal conidia. g Ramoconidia protuberance and

conidia. Scale bars = 10 um
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C. psychrotolerans CBS 119412
e C. psychrotolerans DTO 305-G3
C. sloanii DTO 130-D5
C. langeronii CBS 101880
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ﬂ{ C. pulvericola DTO 305-H8
C. pulvericola CBS 109788
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Table 1 Morphological features of Cladosporium species phylogenetically related to the new species C.

cavernicola and C. pernambucoensis.

Species Conidiop  Conidioge Primary Seconda Intercal Termi Reference
hores in nous cells ramocon ry ary nal S
pm in pm idia in ramocon conidia conidi
pm idia in inpm a in
pum pum
Cladosporium 13-470 x - 12528 813 x 75-11 75— This study
cavernicola 2-5 x5-65 6.5-8 x35-6 85 x
3-55
C. endoviticola - - 13-26 x — 45-85 - Manawasi
2-4.6 x 25 nghe et al.
3.3 (2020)
C. crousii Up to 230 11-23 x 19-39 x 95-24 x 9-10 x 7-9 x Sandoval-
x 2-3.5 2.5-4 2-3 2.5-35 2-3 2-2.5 Denis et
al. (2016)
C. 15-155 x 9-33x1-2 19-48 x 823 x 45-13 355 Bensch et
pseudocladospo 24 3-4 25-35 x2-3 x 1.5- al. (2010)
rioides 2.5
Cladosporium Up to 850 - 15-42 x 8-23 x 55- 15 45— This study
pernambucoens X 2-4 2-3 2-5 x2-35 85 x
is 3-4.0
C. Up to 550 15-54x3- 2042 x 7-38 x 45- 11 359 Sandoval-
anthropophilum x 2-3 5 2-5 2-5 x 2-3 x2-3  Denis et
al. (2016)
C. puris 44-225 x 75425 x 8-175 x 5-125 x 35-6x 25- Freitas et
2-3 2-35 2.5-4 2-35 2-35 45 x al (2021)

2-3
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Online Resource 1 List of species included in Cladosporium cladosporioides complex and GenBank
accession numbers of sequences used in this study. Sequences in bold refer were obtained in this study.

Species Strain/isolat Substrate/hos GenBank nucleotide accession no. for:
€ t ITS ACT TEFL
Cladosporium CBS 1250827 /calypha HMIAT99 148481 HM148235
acalyphae australis 4
C. alboflavescens CBS 1406907 Animal BAL LN834420 LN834604 LLN834516
C. angulosum CBS 1406927 Human BAL  LN834425 LN834609  LN834521
C. angustisporum CBS 1250837 Aowlon HMI4799  iM14s482  HM148236
wickhamii 5
DTO-127-E6  Airinbakery ~ KP701935 KP702057  KP701812
C. angustiterminale CBS 1404807 Sf‘;nkj:j KT600379 KT600575  KT600476
C. anthropophilum CBS 140685" Human BAL LN834437 LNB834621 LN834533
cBs67ag2 occd  of HMIABOL 6501 HM148255
Gossypiumsp. 4
CPC 22393 Indoor air MF472922 MF473772  MFA473349
C. arenosum CHFC-EA  Marine MNB7932 " \1Ngoooos  MNB90011
566 sediment 8
C. asperulatum CBS 126339  -eaf litter of HMI4799 16484 HM148238
Eucalyptussp. 7
CBS 1263407 ©rotea HMI4799 | 1148485 HM148239
susannae 8
C. australiense CBS 1250847  EUCAlyPLUS HMI4799 | 1148486 HM148240
moluccana 9
C. austroafricanum CBS 140481T  Leaf litter KT600381 KT600577 KT600478
FMR 16532
C. caprifimosum Goat dun LR813198 LR813205  LR813210
P (CBS g

146918)



C. chalastosporoides

C. chasmanthicola

C. chubutense

C. cladosporioides

Cladosporium
pernambucoensis
nov.

Cladosporium sp.

C. colocasiae

C. colombiae

C. coprophilum

C. crousii

C. cucumerinum

sp.

CBS 1259857

CBS 1426127

CBS 1244577

CBS 1123887

CBS 113738

X34

X7

X13

CBS 386.64"

CBS 119542

CBS
274.80B7

FMR 16101

FMR 161647

(CBS
144919)

CBS 140686"

CBS 171.527

Fruiting bodies
of
Teratosphaeri
a proteae-
arboreae

Leaf spots of
Chasmanthe
aethiopica

Pinus
ponderosa

Air of indoor
environment

Grape bud

Air of acave

Air of acave

Air of a cave

Colocasia
esculenta

Colocasia
esculenta

Cortaderia sp.

Unidentified
herbivore dung

Unidentified
herbivore dung

Human BAL

Cucumis
sativus

HM14800
1

KY646221

FJ936158

HM14800
3

HM14800
4

MZ51882
8

MZ51883
0

MZ51882
3

HM14806
7

HM14806
6

FJ936159

LR813199

LR813201

LN834431

HM14807
2

HM148488

KY646224

FJ936165

HM148490

HM148491

[processing

]

[processing

]

[processing

]

HM148555

HM148554

FJ936166

LR813204

LR813207

LN834615

HM148561

82

HM148242

KY646227

FJ936161

HM148244

HM148245

[processing

]

[processing

]

[processing

]

HM148310

HM148309

FJ936163

LR813211

LR813213

LN834527

HM148316



C. delicatulum

C. endoviticola

C. europaeum

C. exasperatum

C. exile

C. flavovirens

C. flabelliforme

C. funiculosum

C. fuscoviride

Cladosporium

cavernicola sp. nov.

CBS 176.54

CBS 1263447

CBS 126342

JZB390018

JZB390019

CBS 116744

CBS 1349147

CBS 1259867

CBS 1259877

CBS 1404627

CBS 1263457

CBS 122128

FMR 16385T

CBS 1221297

X4

FMR 16385T

Cucumis
sativus

Leaves of Tilia
cordata

Indoor air

Endophytic
fungi
associated with
the grapevine
flowers

Endophytic
fungi
associated with
the grapevine
flowers

Leaves of Acer
pseudoplatanu
s

Indoor
building
material
Eucalyptus
tintinnans

Chasmothecia
of Phyllactinia
guttata

Human toenail

Melaleuca
cajuputi

Ficus carica

Garden soil

Vigna
umbellata

Air of a cave

Garden soil

HM14807
8

HM14808
1

HM14807
9

MNG65496
0

MNG65496
1

HM14805
3

HM14805
6

HM14809
0

HM14809
1

LN834440

HM14809
2

HM14809
3

LR813200

HM14809
4

MZ51882
9

LR813200

HM148567

HM148570

HM148568

MN984220

MN984221

HM148540

HM148543

HM148579

HM148580

LN834624

HM148581

HM148582

LR813206

HM148583

[processing

]
LR813206

83

HM148322

HM148325

HM148323

MN984228

MN984229

HM148294

HM148298

HM148334

HM148335

LN834536

HM148336

HM148337

LR813212

HM148338

[processing

]
LR813212



C. gamsianum

C. globisporum

C. grevilleae

C. hillianum

C. inversicolor

C. ipereniae

C. iranicum

C. kenpeggii

C. lentulum

C. licheniphilum

(CBS
146920)

CBS 1259897

CPC 15617

CBS 812.96"

CBS 1142717

CPC 15458

CBS 1259887

CBS 401.80"

CBS 143.65

CPC 168552

CBS 140483"

CBS 1263467

CBS 1426137

FMR 162887

(CBS
146921)

FMR 16389

CBS
12599057

Strelitzia sp.

Seeds of
Glycine max

Meat stamp

Leaves of
Grevillea sp.

Leaf of Typha
orientalis

Leaf of Typha
orientalis

Leaf of
Triticum
aestivum

Leaf of Tilia
sp.
Arctostaphylos
pallida

Puya sp.

Leaf of Citrus
sinensis

Leaves of
Passiflora
edulis

Unidentified
leaf litter

Unidentified
herbivore dung

Phaeophyscia
orbicularis and
Physcia sp.

HM14809
5

KT600392

HM14809
6

JF770450

HM14809
8

HM14809
7

HM14810
1

HM14810
0

KT600395

KT600394

HM14811
0

KY646222

LR813203

LR813202

HM14811

HM148584

KT600587

HM148585

JF770473

HM148587

HM148586

HM148590

HM148589

KT600590

KT600589

HM148599

KY646225

LR813209

LR813208

HM148600

84

HM148339

KT600489

HM148340

JF770472

HM148342

HM148341

HM148345

HM148344

KT600492

KT600491

HM148354

KY646228

LR813215

LR813214

HM148355



C. longicatenatum

C. longissimum

C. lycoperdinum

C. magnoliigena

Cladosporium sp.

C. montecillanum

C. myrtacearum

C. neapolitanum

C. needhamense

C. neerlandicum

C. neopsychrotolerans

CBS 1404857

CBS 300.96 T

CBS 126347

CBS574.78C

MFLUCC
18-1559 T

MFLUCC
18-1557

X2

CBS 1404867

CPC 156052

CBS 126349

CBS 1263507

CPC 16319

MgPo1T

MgVi3

CBS 1433597

CBS 1433607

CGMCC
3.180317

Unknown
plant

Soil along
coral reef coast

Galls of

Apiosporina
morbosa

Aureobasidium
caulivorum

Cone of
Magnolia
grandiflora
Cone of
Magnolia
grandiflora

Air of a cave

Pine needles

Taraxacum sp.

Eucalyptus
placita

Corymbia
foelscheana

Indoor (office)
air sample

Swab sample

Soil of
Saussurea
involucrata

KT600403

DQ780352

HM14811
2

HM14811
5

MK34781
3

MK34781

MZ51882

5

KT600406

KT600407

HM14811
6

HM14811
7

KT600409

MK38789
0

MK38789
2
MF473142

KP701887

KX938383

KT600598

EF101385

HM148601

HM148604

[processing

]

KT600602

KT600603

HM148605

HM148606

KT600605

MK416051

MK416053

MF473991

KP702010

KX938366

85

KT600500

EU570259

HM148356

HM148359

MK340864

MK340862

[processing

]

KT600504

KT600505

HM148360

HM148361

KT600507

MK416094

MK416096

MF473570

KP701764

KX938400



. oXysporum

. paracladosporioides

. parapenidielloides

. passiflorae

. passifloricola

. perangustum

. phaenocomae

. phyllactiniicola

C. phyllophilum

CGMCC
3.18032

CBS 125991

CBS 126351

CBS 126351

CBS 171.547

CBS 1404877

COAD 2135

COAD 2140

CBS 1259967

CBS 1287697

CPC 18221

CBS 1263527

CBS 126355

CPC 13873

Soil of
Saussurea
involucrata

Soil, near the
terracotta army

Indoor air

Indoor air

Unknown

Eucalyptus sp.

Passiflora
edulis, leaf

Passiflora
edulis, fruit

Cussonia sp.

Phaenocoma
prolifera

Phaenocoma
prolifera

Chasmothecia
of Phyllactinia
guttata

Chasmothecia
of Phyllactinia
guttata

Teratosphaeri
a proteae-
arboreae on
Protea
arborea

KX938384

HM14811
8

HM14811
9
HM14811
9
HM14812
0

KT600410

MH68217
5

HM14812
1

JF499837

JF499838

HM14815
0

HM14815
3

HM14815
5

KX938367

HM148607

HM148608

HM148608

HM148609

KT600606

MH729795

MH729800

HM148610

JF499881

JF499882

HM148639

HM148642

HM148644

86

KX938401

HM148362

M148363

HM148363

HM148364

KT600508

MHT724943

MHT724948

HM148365

JF499875

JF499876

HM148394

HM148397

HM148399



C. pini-ponderosae

C.

C.
pseudochalastosporoide

S

C.
pseudocladosporioides

polonicum

. puris

. rubrum

. rectoides

. rugulovarians

. scabrellum

. silenes

. sinuatum

CBS
125992F7

CBS 1244567

Th/k/258

Th/lg/23347

CBS 1404907

CBS 1259937

CBS 117153

COAD 2487
COAD 2494

X15ITS

CMG 28 =
MUM 19.39

CBS 1259947

CBS 126357

CBS 1404957

CBS 1263587

CBS 1090827

MFLUCC
17-0195
CGMCC
3.18096"

Taphrina  sp.
on Prunus
cerasus

Pinus
ponderosa

Pine needles

Outside air

Leaf of
Paeonia sp.

Leaf litter
Leaf litter

Air of a cave

On flowers of
Vitis vinifera:
Beijing

Vitis flexuosa

Plectranthus
sp.

Leaf of
unidentified
Poaceae

Ruscus
hypoglossum

Silene
maritima

Vitis vinifera

Alpine soil

HM14815
4

FJ936160

MK38789
5

MK38789
4

KT600415

HM14815
8

HM14815
7

MK25333
7
MK25333
8
MZ51882
4

MNO05301
8

HM14819
3
HM14819
4

KT600459

HM14819
5

EF679354

MG93871
7

KX938385

HM148643

FJ936167

MK416056

MK416055

KT600611

HM148647

HM148646

MK249980

MK?249981

MNO066639

HM148683

HM148684

KT600656

HM148685

EF679506

MG938682

KX938368

87

HM148398

FJ936164

MK416099

MK416098

KT600513

HM148402

HM148401

MK293777

MK293778

[processing

]

MNO066644

HM148438

HM148439

KT600558

HM148440

EF679429
MG938830

KX938402



C. sphaerospermum

C. subuliforme

C. tenuissimum

C. tianshanense

C. uredinicola

C. uwebraunianum

C. varians

CGMCC
3.18097

CBS 193.54

CBS 1265007

CPC 158332

X24

X8

16X

29X

CBS
12599557

XCSY3

X21

Z28

CcGMCC
3.180337

CGMCC
3.18034

CPC 5390

CBS 143365"

DTO 072-C8

CBS 126360

Soil

Human nails

Chamaedorea
metallica

Citrus sp.
Air of a cave
Air of a cave

Isolated from
bat flies

Isolated from
bat flies

Lagerstroemia
sp.

Coriandrum
sativum

Air of acave

Air of a cave

Soil of
Saussurea
involucrata

Soil of
Saussurea
involucrata

Cronartium
fusiforme  on
Quercus nigra

Indoor
(archive) air

Indoor
(archive) air

Ulmus sp.

KX938386

DQ780343

HM14819
6
KT600453

MZ51882
7
MZ51883
1

HM14819
7

MG87307
9

MZ51882
6
MZ51883
2

KX938381

KX938382

AY?251071

MF473306

KP701873

HM14822
2

KX938369

EU570269

HM148686

KT600650

[processing

]

[processing

]

[processing

]

[processing

]

HM148687

MT154174

[processing

]

[processing

]

KX938364

KX938365

HM148712

MF474156

KP701996

HM148713

88

KX938403

EU570261

HM148441

KT600552

[processing

]

[processing

]

[processing

]

HM148442

MT154184

[processing

]

KX938398

KX938399

HM148467

MF473729

KP701750

HM148468



C.

verrucocladosporioides

C. vignae

C. vicinum

C. welwitschiicola

C. westerdijkiae

C. xanthochromaticum

C. xylophilum

CBS 1263627

CBS 1263637

CBS 121.25

CBS 1433667

CBS 306.84

CBS 1426147

CBS 1137467

CPC 10150

CBS 1406917

CBS 126364

CPC 22239

CBS 113749

CBS 1259977

Catalpa
bungei

Rhus chinensis

Vigna
unguiculata

Indoor air

Urediniospores
of  Puccinia
allii

Dead leaf of
Welwitschia
mirabilis

Bing
fruits

cherry

Fatoua villosa

Human BAL

Erythrophleum

chlorostachys

Indoor air
Bing  cherry
fruits

Dead wood of
Picea abies

HM14822
4

HM14822
6

HM14822
7

MF473311

HM14805
7

KY646223

HM14806
1

HM14806
2

LN834415

HM14812
2
MF473316

HM14822
8

HM14823
0

HM148715

HM148717

HM148718

MF474161

HM148544

KY646226

HM148548

HM148549

LN834599

HM148611

MF474166

HM148719

HM148721
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HM148470

HM148472

HM148473

MFA473734

HM148299

KY646229

HM148303

HM148304

LN834511

HM148366

MF473739

HM148474

HM148476

Online Resource 2 List of species included in Cladosporium sphaerospermum complex and GenBank
accession numbers of sequences used in this study. Sequences in bold refer were obtained in this study.

GenBank nucleotide accession no. for:

Species Strain/isolate Substrate/host ITS TEF1 ACT
Cladosporium CBS 1404887 SYZygium KT600411 KT600509 KT600607
aciculare corynanthum

C. aphidis CBS 1321827 Unidentified aphid ~ JN906978 JN906984  IJNO06997



C.
austrohemisphaericum

C. coloradense
. cycadicola
C. domesticum

O

C. dominicanum

C. fusiforme

C. halotolerans

C. langeronii

C. lebrasiae
C. longissimum

C. neolangeronii

C. parahalotolerans

C. penidielloides
C. psychrotolerans

C. pulvericola

C. ruguloflabelliforme

C. salinae

C. sloanii

CBS 1404827

Z23

CPC 16250
CPC 22238
CBS 1379707
CPC 22307

CPC 22225
CPC 11683
CBS 1194157

CBS 1194147

EXF 397

CBS 452.71
CPC 22275

CBS 1194167
CBS 189.547

CBS 101880

CBS 1382837
CBS 300.96
CBS 797.977
CBS 109868

DTO 323-H3
X36

CBS 1395857

CBS 1404897
CBS 1194127
DTO 305-G3

CPC 22403

DTO 305-H8
CBS 109788

CBS 1404947

CBS 1194137

CBS 102047

DTO 130-D5

Lagunaria
patersonia,  black
mould on  fruit
surface

Air of acave

Cussonia thyrsiflora
Air sample, bedroom
Cycas media, leaves
Indoor air sample

Indoor air sample,
air conditioner
Citrus sp., fruit
Hypersaline  water,
salt lake

Hypersaline water,
saltern

Hypersaline  water,
saltern

Chicken food
Indoor air sample
Hypersaline  water,
salterns

Man, mycosis
Moist  aluminium

school window
frame

Milk bread

Soil along coral reef
coast

Indoor environment
Mortar of Muro
Farnesiano

Indoor air

Air of acave

Swab sample,
apartment

Acacia verticillata
Hypersaline water
House dust

Indoor air sample,
living room

House dust

Indoor air, residence

Diatrapaceae sp. on
Aloe sp.

Hypersaline water,
saltern

Hypersaline  water,
crystalisation pond
Swab sample, food
plant

KT600382

MZ518835
KT600383
MF472945
KJ869122
MF472955

MF472956
DQ780357
DQ780353

DQ780388

DQ780389

DQ780390
MF472987

DQ780364
DQ780379

DQ780380

KJ596568
DQ780352
MF473143
DQ780377

MF473167
MZ518833

KP701955

KT600412
DQ780386
MF473223

MF473227

MF473226
MF473225

KT600458
DQ780374
MF473251

MF473253

KT600479

[processing]
KT600480
MF473372
KJ869236
MF473382

MF473383

JN906986
JN906988

KJ596595

MF473412
MF473415

JN906989
JN906990

MF473552

KJ596583

EU570259
MF473571
MF473590

KP701832

KT600510
JN906992
MF473645

MF473649

MF473648
MF473647

KT600557
JN906993
MF473674

MF473676

90

KT600578

[processing]

MFA473795
KJ869227
MF473805

MF473806
EF101369
KJ596641

KJ596640

EF101373

EF101371
MFA473836

KJ596633
EF101357

EF101359

KJ596631
EF101385
MF473992
EF101362

MF474015
[processing]

KP702077

KT600608
KJ596632
MF474072

MF474076

MF474075
MF474074

KT600655
EF101390
MF474101

MF474103



C. sphaerospermum

C. succulentum
C. velox

Cercospora beticola

CBS 109.14

CBS 193.54
X14

CBS 102045
CBS 1404667
CPC 18450
CBS 1194177
CBS 116456

Carya illinoensis
leaf scale

Man, nails

Air of a cave
Hypersaline water
Dolphin, bronchus
Zea mays
Bambusa sp.

Beta vulgaris

" DQ780350

DQ780343
MZ518834
DQ780351
LN834434
KT600457
DQ780361
NR121315

EU570260

EU570261
[processing]
EU570262
LN834530
KT600556
JN906995
AY840494

91

EF101384

EU570269
[processing]
EF101378
LN834618
KT600654
EF101388
AY840458
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