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RESUMO

Fungos desempenham um papel ecolégico
importante nas cavernas, apesar de ainda serem
um tesouro que precisa ser explorado no Brasil.
Estudos micoldgicos em cavernas brasileiras
tém revelado uma riqueza de fungos surpreen-

dente e ainda desconhecida. O presente estudo
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ABSTRACT

Although they are a treasure that still needs to
be explored in Brazil, fungi play an important
ecological role in caves. Mycological studies in
Brazilian caves have revealed a surprising and still
unknown richness of fungi. The aim of this study
was to report the richness of Penicillium species in
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teve como objetivo relatar a riqueza de espécies
de Penicillium em caverna do Cerrado, Brasil.
Fungos foram isolados do ar e do sedimento de
oito pontos da caverna e identificados com base
em caracteristicas morfologicas e de sequéncias
de ITS do rDNA. No total, foram contabilizadas
890 coldnias (UFC), sendo 178 (100 = ar e 78 =
sedimento) identificadas como Penicillium. Asso-
ciando as duas ferramentas de identificacao,
isolados representativos foram identificados em
12 espécies pertencentes a cinco se¢des (Brevi-
compacta, Citrina, Lanata-Divaricata, Exilicaulis
e Ramosum), sendo a secdo Citrina a que apre-
sentou 0 maior numero de espécies (seis), com
destaque para P. sumatraense com a maior
abundancia (ar = 25 e sedimento = 15). Para o
nosso conhecimento, seis (50%) espécies estao
sendo relatadas pela primeira vez em ambiente
cavernicola, sendo a maioria (quatro) da secao
Citrina. O relato da riqueza de espécies de Peni-
cillium esta entre as “primeiras pistas do mapa do
tesouro” escondidas em cavernas brasileiras. O
nosso estudo é um exemplo do grande numero
de espécies de fungos que sao encontradas nas
cavernas, sugerindo que estudos micologicos
do ambiente cavernicola sdao importantes para
inclusdao de dados fungicos no plano de manejo
de cavernas com potencial turistico no Brasil.

PALAVRAS-CHAVE: Eurotiales, fungos do Brasil,
novos relatos, savana brasileira, taxonomia de
fungos.

INTRODUCAO

As cavernas sao consideradas formacdes geolo-
gicas com caracteristicas bem definidas que
carregam consigo aspectos historicos e cultu-
rais e, por isso, acabam sendo extremamente
atrativas do ponto de vista turistico, principal-
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a cave in the Cerrado, Brazil. Fungi were isolated
from the air and sediment at eight points in the
cave and identified on the basis of morpholo-
gical characteristics and ITS rDNA sequences. A
total of 890 colonies (CFU) were counted, of which
178 (100 = air and 78 = sediment) were identi-
fied as Penicillium. Combining the two identifica-
tion tools, representative isolates were identified
in 12 species belonging to five sections (Brevi-
compacta, Citrina, Lanata-Divaricata, Exilicaulis
and Ramosum), with the section Citrina having
the highest number of species (six), with P. suma-
traense having the highest abundance (air = 25
and sediment = 15). Six (50%) species are being
reported for the first time in a cave environment,
the majority (four) from section Citrina. The report
of Penicillium species richness is among the “first
clues on the treasure map” hidden in Brazilian
caves. This study is an example of the large
number of fungal species that are found in caves,
suggesting that mycological studies of the cave
environment are important for including fungal
data in the management plan of caves with tourist
potential in Brazil.

KEYWORDS: Eurotiales, fungi from Brazil, new
reports, Brazilian savannah, fungal taxonomy.

INTRODUCTION

Caves are considered to be geological forma-
tions with well-defined characteristics that carry
with them historical and cultural aspects. For this
reason, they end up being extremely attractive
from a touristic point of view, especially in Brazil

Revista Brasileira de Espeleologia
RBEsp



mente no Brasil (Lobo & Boggiani, 2013; Pedro
& Bononi, 2007). Os ambientes cavernicolas
apresentam condicBes propicias para o cresci-
mento e desenvolvimento de microrganismos
que estao diretamente ligados a dinamica desse
ecossistema, seja pela deposicao de espeleo-
temas ou pela interagdo com guano e outros
substratos (Barton, 2006). As caracteristicas
Unicas do ambiente cavernicola tém aumentado
o interesse para o estudo microbioldgico, uma
vez que a descoberta de mecanismos Unicos
envolvidos nessa dinamica pode apresentar
possiveis aplicacdes biotecnoldgicas e melhor
compreensdao do papel ecoldgico (Nieves-Ri-
vera, 2003; Novakova, 2009; Peay et al., 2016;
Guerra et al., 2022) e da riqueza fungica encon-
trada nesses ecossistemas (Vanderwolf et al.,
2013). Apesar da sua importancia como habitat
de diversos seres vivos, dentre eles os fungos,
as cavernas encontram-se severamente amea-
cadas por atividades como minera¢do e agri-
cultura, quanto a integridade dos macicos
rochosos, contaminagao e poluicdo das aguas.
Cavernas desenvolvidas em rochas carbona-
ticas, como calcério, sdo alvo de mineradoras
para produc¢do de cimentos que podem destruir
cavidades antes mesmo do conhecimento e
identificacdo de diversas espécies do local.

Os estudos no ambiente cavernicola tém reve-
lado uma riqueza e abundancia fungica de mais
de 2.000 espécies com registros em todo mundo
(Vanderwolf et al., 2013), inclusive no Brasil onde
cerca de 125 espécies de fungos foram rela-
tadas em cavernas do pais (Alves et al. 2022). Os
fungos cavernicolas sao considerados cosmo-
politas, sendo a maioria oriunda do ambiente
externo, e se adaptam a dinamica ecoldgica
desse ambiente (Zhang et al., 2018). A presenca
de fungos nas cavernas é diretamente influen-

339

(Lobo & Boggiani, 2013; Pedro & Bononi, 2007).
Cave environments present favorable conditions
for the growth and development of microorgo-
nisms that are directly linked to the dynamics of this
ecosystem, either through the deposition of speleo-
thems or through interaction with guano and other
substrates (Barton, 2006). The unique characteris-
tics of the cave environment have increased interest
in microbiological studies, since the discovery of
unique mechanisms involved in these dynamics
may present possible biotechnological applica-
tions and a better understanding of the ecological
role (Nieves-Rivera, 2003, Novdkovd, 2009; Peay et
al., 2016; Guerra et al.,, 2022) and fungal richness
found in these ecosystems (Vanderwolf et al., 2013).
Despite their importance as a habitat for various
living beings, including fungi, caves are severely thre-
atened by activities such as mining and agriculture,
in terms of the integrity of the rock masses, conta-
mination and water pollution. Caves developed in
carbonate rocks, such as limestone, are targeted
by mining companies for the production of cement,
which can destroy caves even before the various
species at the site are known and identified.

Studies in the cave environment have revealed
a fungal richness and abundance of more than
2,000 species worldwide (Vanderwolf et al., 2013),
including in Brazil where around 125 species of
fungi have been reported in the country’s caves
(Alves et al. 2022). Cave fungi are considered
cosmopolitan, with the majority coming from the
external environment and adapting to the ecolo-
gical dynamics of this environment (Zhang et al.,
2018). Fungi presence in caves is directly influenced
by air currents arriving from the external envi-
ronment (Lobato et al., 2009; Taylor et al., 2014),
bats (Cunha et al., 2020; Ferreira et al., 2000aq,
b; Pereira et al.,, 2022) or even tourists and rese-
archers (Zhelyazkova et al.,, 2020). In addition,

Mapa do Tesouro: Riqueza de Espécies de Penicillium na Caverna
Lapa do Boqueirdo do Cerrado goiano



ciada pelas correntes de ar que chegam do
ambiente externo (Lobato et al., 2009; Taylor et
al., 2014), morcegos (Cunha et al., 2020; Ferreira
etal., 20004, b; Pereira et al., 2022) ou até mesmo
por turistas e pesquisadores (Zhelyazkova et al.,
2020). Além disso, esporos de algumas espécies
de fungos que estao suspensos no ar podem
causar micoses, tais como a histoplasmose
(Ogorek et al., 2014; Vicentini et al., 2012; Zhelya-
zkova et al., 2020).

Apesar de o Brasil apresentar um grande
numero de cavernas, totalizando 23.378 regis-
ICMBio/Cecav (até
dezembro de 2022), e o Cerrado possuir apro-

tros de acordo com o

ximadamente 47% das cavernas conhecidas no
Brasil (ICMBio/Cecav, 2022a), o pais ainda apre-
senta poucos estudos relacionados a micobiota
cavernicola (sendo cerca de 11 cavernas amos-
tradas no Cerrado), o que pode adiar ou, até
mesmo, impedir a descoberta e o conhecimento
a respeito desse ecossistema e as funcdes ecolo-
gicas dos fungos (Vanderwolf, 2013; Alves et al.,
2022). O Cerrado é considerado um dos hotspots
da biodiversidade no mundo (Klink & Machado,
2005) e, por isso, espera-se que um estudo com
base em analises morfoldgicas e de sequéncias
de DNA possa revelar uma vasta riqueza e abun-
dancia de fungos cavernicolas, especialmente
de espécies de Penicillium. Dados do mico-
bioma das cavernas sdo essenciais para desen-
volvimento de acdes de conservacao (Lobo &
Boggiani, 2013), inclusdo de dados microbiolé-
gicos nos planos de manejo (Taylor et al., 2013),
como exemplo o documento do ICMBio/Cecav
(2022b) “Orientacdes ao uso turistico susten-
tavel da caverna dos Crotes Felipe Guerra-RN”,
e, consequentemente, a descoberta de novi-
dades taxon6micas (Alves et al., 2022; Carvalho
et al., 2022; Pereira et al., 2022) e possiveis apli-
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spores of some fungal species that are suspended
in the air can cause mycoses, such as histoplas-
mosis (Ogorek et al., 2014; Vicentini et al., 2012;
Zhelyazkova et al., 2020).

Brazil has a large number of caves, totaling 23,378
records according to ICMBio/Cecav (until December
2022), with approximately 47% of the known caves
inthe Cerrado biome (ICMBio/Cecav, 2022a). Never-
theless, the country still has few studies related to
cave mycobiota (with around 11 caves sampled in
the Cerrado), which may delay or even prevent the
discovery and knowledge of this ecosystem and the
ecological functions of fungi (Vanderwolf, 2013;
Alves et al., 2022). The Cerrado is considered one of
the world'’s biodiversity hotspots (Klink & Machado,
2005) and it is therefore hoped that a study based
on morphological and DNA sequence analyses
will reveal a vast richness and abundance of cave
fungi, especially Penicillium species. Data on the
caves mycobiome is essential for the development
of conservation actions (Lobo & Boggiani, 2013),
the inclusion of microbiological data in manage-
ment plans (Taylor et al., 2013), such as the ICMBio/
Cecav (2022b) document “Guidelines for the sustai-
nable tourist use of the Crotes Cave Felipe Guerra-
RN” (Orienta¢bes ao uso turistico sustentdvel da
caverna dos Crotes Felipe Guerra-RN”), and, conse-
quently, the discovery of taxonomic novelties (Alves
et al., 2022; Carvalho et al., 2022, Pereira et al.,
2022) and possible biotechnological applications of
this mycodiversity (de Paula et al., 2019).

Much of the cave fungi diversity is associated with
the Penicillium and Aspergillus genera, which are
commonly reported in air, soil, sediment and guano
samples from caves around the world (Alves et al.,
2022; Vanderwolf et al., 2013; Zhang et al., 2017).
Penicillium species have a worldwide distribution,
are important for the natural environment and
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cacbes biotecnoldgicas dessa micodiversidade
(de Paula et al., 2019).

Grande parte da diversidade de fungos caver-
nicolas esta associada com os géneros Peni-
cillium e Aspergillus que comumente sdo rela-
tados em amostras de ar, solo, sedimento e
guano de cavernas em todo o mundo (Alves
et al., 2022; Vanderwolf et al., 2013; Zhang et
al., 2017). Espécies de Penicillium possuem
distribuicdo mundial, sdo importantes para o
ambiente natural e setores da economia, sendo
utilizadas na produc¢do de alimentos (Coton
et al., 2020) e moléculas de interesse econd-
mico, tais como antimicrobianos (Belyagoubi
etal., 2018) e corantes naturais (Morales-Oyer-
vides et al., 2020). Além disso, algumas espé-
cies sao relatadas produzindo micotoxinas
em alimentos (Anelli et al., 2019) e causando
doencgas em humanos (de Oliveira et al., 2023).
No Brasil, espécies de Penicillium e Aspergillus
sdao abundantemente encontradas em dife-
rentes substratos e hospedeiros nas cavernas
(Alves et al., 2022).

Baseados na importancia ecoldgica de espé-
cies de Penicillium no ambiente cavernicola, o
presente estudo concentrou-se em avaliar a
riqueza e abundancia de espécies de Penicillium
presentes em caverna do Cerrado. Aléem disso,
0 nosso estudo também relata a presenca de
espécies de Penicillium nunca observadas em
outras cavernas no mundo, bem como fornece
informacdes para melhor compreensao de parte
da dinamica do ambiente cavernicola, possibili-
tando a descoberta de novas espécies e o forne-
cimento de dados micolégicos para inclusao
em plano de manejo de cavernas com potencial
turistico no Cerrado, Brasil.
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sectors of the economy, being used in the produc-
tion of food (Coton et al., 2020) and molecules of
economic interest, such as antimicrobials (Belya-
goubi et al., 2018) and natural dyes (Morales-Oyer-
vides et al., 2020). In addition, some species are
reported to produce mycotoxins in food (Anelli et
al., 2019) and cause disease in humans (de Oliveira
et al, 2023). In Brazil, species of Penicillium and
Aspergillus are abundantly found on different subs-
trates and hosts in caves (Alves et al., 2022).

Based on the Penicillium species ecological impor-
tance in the cave environment, this study focused
on assessing the richness and abundance of
Penicillium species present in Cerrado caves. In
addition, the study also reports the presence of
Penicillium species never observed in other caves
in the world, as well as providing information to
better understand part of the cave environment
dynamics, enabling the discovery of new species
and providing mycological data for inclusion in
management plans for caves with tourist potential
in the Brazilian Cerrado.

Mapa do Tesouro: Riqueza de Espécies de Penicillium na Caverna
Lapa do Boqueirdo do Cerrado goiano



MATERIAL E METODOS

Caverna Lapa do Boqueirao

Para a coleta de fungos do ar e de solo/sedi-
mento, foi realizada uma expedicao cientifica
em maio de 2022 na caverna Lapa do Boqueirao
(Lat. 15°24'34"S e Long. 48°43'57"W), locali-
zada no municipio de Vila Propicio-GO, Brasil
(Figura 1). A regido compreende rochas carbo-
naticas, como calcario da Formacao Araxa;
solos profundos, como os Latossolos, nas areas
aplainadas e Neossolos Litélicos, nas encostas
ingremes e o clima € marcado por duas estacées
(seca e chuvosa) bem definidas. As principais
atividades econ6micas da regido sdo agricultura
(ex. soja, milho, cana e pastagem) e mineracao
(ex. cimento), atividades que, eventualmente,
podem contribuir para a incidéncia de impactos
ambientais. A caverna estudada é caracterizada
pela presenca de espeleotemas e serrapilheira
(ex. troncos de arvores e folhas); além disso, é
habitada por animais (ex. morcegos, aranhas
e pequenos anfibios), esta inserida no bioma
Cerrado e possui facilidade de deslocamento
turistico, mesmo sem a infraestrutura neces-
saria (Freitas et al., 2019). Para estudo micolo-
gico da caverna, foram definidos oito pontos de
coleta apds reconhecimento do ambiente por
meio de uma caminhada exploratéria, sendo os
pontos de coleta 1 e 8 externos (considerando
gue a caverna possui duas aberturas principais)
e os demais pontos definidos dentro da caverna.
A coleta de material da caverna foi autorizada
pelo ICMBio/Cecav (SISBIO Numero: 82254-1).
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MATERIALS AND METHODS

Lapa do Boqueirdo Cave

To collect fungi from the air and soil/sediment, a
scientific expedition was carried out in May 2022
in the Lapa do Boqueirdo cave (Lat. 15°24'34"S
and Long. 48°43'57"W), located in the municipa-
lity of Vila Propicio-GO, Brazil (Figure 1). The region
comprises carbonate rocks, such as limestone from
the Araxd Formation, deep soils, such as Latosols
in the flattened areas and Litholic Neosols on the
steep slopes, while the climate is marked by two
well-defined seasons (dry and rainy). The main
economic activities in the region are agriculture
(e.g. soy, corn, sugar cane and pasture) and mining
(e.g. cement), activities that can eventually contri-
bute to environmental impacts. The studied cave is
characterized by the presence of speleothems and
plant litter (e.g. tree trunks and leaves). In addition,
it is inhabited by animals (e.g. bats, spiders and
small amphibians), is part of the Cerrado biome
and is easily accessible to tourists, even without the
necessary infrastructure (Freitas et al., 2019). After
recognizing the environment through an explora-
tory walk, eight collection points were defined for
the mycological study of the cave, with collection
points 1 and 8 being external (considering that the
cave has two main openings) and the other points
defined inside the cave. The material collection
from the cave was authorized by ICMBio/Cecav
(SISBIO Number: 82254-1).
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Isolamento de fungos do ar e do
sedimento da caverna

Para isolamento de fungos do ar, foi utilizado o
método de sedimentacdo passiva em meio de
cultura contido em placas de Petri: Agar Dicloran
Rosa Bengala Cloranfenicol (DRBC) e Agar Sabou-
raud Dextrose acrescido de cloranfenicol (100
mg.L") (ASC). Trés placas de Petri de cada meio
de cultura (DRBC e ASC) foram abertas em cada
ponto de coleta durante 20 minutos a 1 m acima
do piso da caverna (Cunha et al., 2020).

Para o isolamento de fungos de sedimento,
foram coletadas amostras (aproximadamente
10g de cada ponto de coleta) em triplicata e
acondicionadas em recipiente esterilizado. Em
seguida, 1g de sedimento foi suspenso em 9 mL
de agua destilada e esterilizada e agitado manu-
almente. Dessa suspensdo foram realizadas
diluicBes seriadas até 10*. Das dilui¢des 103 e
10, 1 mL foi transferido para a superficie dos
meios DRBC e ASC contidos em placas de Petri
(Cunha et al., 2020).

Para ambos os isolamentos, as placas foram
incubadas no escuro a 20-22°C por um periodo
de 7-14 dias para contagem de unidade forma-
dora de colbnias (UFC) e selecdo de isolados
representativos (Cunha et al., 2020).

Selecao de isolados de Penicillium

Para a selecao dos isolados de Penicillium
foram analisadas as estruturas macro e micro-
morfoldgicas. O processo de identificacdo
genérica e agrupamento dos 39 isolados
representantes foi realizado utilizando meto-
dologia e literaturas especializadas (ex. Crous
et al.,, 2009; Samson et al., 2010; Seifert et
al.,, 2011). As estruturas micromorfolégicas
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Isolation of air and cave sediment fungi

To isolate fungi from the air, the passive sedi-
mentation method was used in culture media
contained in Petri dishes: Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol Agar (DRBC) and Sabouraud
Dextrose Agar with chloramphenicol (100 mg.L")
(SDAC). Three Petri dishes of each culture medium
(DRBC and SDAC) were opened at each collection
point for 20 minutes at 1 m above the cave floor
(Cunha et al., 2020).

To isolate fungi from the sediment, samples (appro-
ximately 10g from each collection point) were taken
in triplicate and placed in a sterilized container.
Then, 1g of sediment was suspended in 9 mL of
sterilized distilled water and manually shaken.
Serial dilutions up to 10* were made of this suspen-
sion. Of the 102 and 10 dilutions, T mL was trans-
ferred to the surface of the DRBC and SDAC media
contained in Petri dishes (Cunha et al., 2020).

For both isolates, the plates were incubated in the
dark at 20-22°C for a period of 7-14 days to count
colony-forming units (CFU) and select representa-
tive isolates (Cunha et al., 2020).

Selection of Penicillium isolates

To select the Penicillium isolates, the macro and
micromorphological structures were analyzed.
The process of generic identification and grouping
of the 39 representative isolates was carried out
using specialized methodology and literature (e.g.
Crous et al., 2009; Samson et al., 2010; Seifert et
al., 2011). The micromorphological structures of
the fungi (e.g. conidiophores, hyphae, conidia,
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dos fungos (ex. conidi6foros, hifas, conidios,
esporos etc.) foram analisadas preparando-se
[dminas com acido latico 85% e/ou corante
azul de lactofenol. Isolados representativos
do género Penicillium foram preservados em
agua com glicerol (10%) para posterior identi-
ficacao especifica.

Figura 1 - Caverna Lapa do Boqueirdo, Cerrado goiano, Vila
Propicio, Goids, Brasil. a. Localizagdo geografica. b. Croqui da
caverna. c-k. Detalhes da caverna e pontos de coleta. Fotos: de
Oliveira P. H. F. & Bezerra J. D. P.; Croqui da caverna: Calvo E. M.,
Pinheiro L. C. & Ferreira V. M.
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spores, etc.) were analyzed by preparing slides with
85% lactic acid and/or lactophenol blue dye. Repre-
sentative isolates of the Penicillium genus were
preserved in water with glycerol (10%) for later
specific identification.

Figure 1 - Lapa do Boqueiréo Cave, Cerrado, Vila Propicio, Goids,
Brazil. a. Geographical location. b. Sketch of the cave. c-k. Details of
the cave and collection points. Photos: de Oliveira P. H. F. & Bezerra J.
D. P.; Cave sketch: Calvo E. M., Pinheiro L. C. & Ferreira V. M.
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Identificagcao das espécies
de Penicillium

Analise morfoldgica de 20 isolados (dos 39
representantes) foi realizada em cultivo em agar
extrato de malte (MEA) e em agar Czapek-Dox
com extrato de levedura (CYA) e placasincubadas
a 25°C por 7 dias no escuro (Samson et al., 2010).
Para identificacdo molecular, isolados cultivados
em MEA foram utilizados para extracdo do DNA
gendmico utilizando o Kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega Corporation, Madison, WI,
EUA), seguindo o protocolo do fabricante. Foram
utilizados os primers 1TS4 e ITS5 (White et al.,
1990) para amplificacdo da regidao ITS do rDNA.
Reacdes de PCR, purificacdo e sequenciamento
foram realizadas conforme descrito por Bezerra
et al. (2017). As sequéncias obtidas foram
editadas manualmente utilizando o MEGA v.11
(Tamura et al., 2021) e submetidas ao GenBank
do NCBI utilizando a ferramenta BLASTn a fim
de buscar sequéncias relacionadas. A busca de
espécies filogeneticamente proximas as obtidas
no nosso estudo, montagem do alinhamento e
analise filogenética foi realizada de acordo com
Houbraken et al. (2020). As sequéncias selecio-
nadas foram alinhadas com as sequéncias dos
isolados de Penicillium obtidas no nosso estudo
utilizando a plataforma MAFFT (Katoh et al,,
2019). A arvore filogenética com base na analise
de maxima verossimilhanca (ML) foi cons-
truida como descrito por Bezerra et al. (2017) e
valores de suporte acima de 60% foram consi-
derados estatisticamente significativos e inclu-
idos préximo dos ndés. Sequéncias obtidas no
nosso estudo foram depositadas no GenBank
(0Q332383-0Q332402).
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Identification of Penicillium species

Morphological analysis of 20 isolates (out of 39
representatives) was carried out on malt extract
agar (MEA) and Czapek-Dox agar with yeast extract
(CYA) with Petri dishes incubated for 7 days in the
dark at 25°C (Samson et al., 2010). For molecular
identification, isolates grown on MEA were
used to extract genomic DNA using the Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega Corpora-
tion, Madison, WI, USA), following the manufac-
turer’s protocol. Primers ITS4 and ITS5 (White et
al., 1990) were used to amplify the ITS region of
the rDNA. PCR reactions, purification and sequen-
cing were carried out as described by Bezerra et
al. (2017). The sequences obtained were manually
edited using MEGA v.11 (Tamura et al., 2021) and
submitted to NCBI's GenBank using the BLASTh tool
in order to search for related sequences. The search
for phylogenetically close species to those obtained
in the study, alignment assembly and phylogenetic
analysis were carried out according to Houbraken
et al. (2020). Using the MAFFT platform (Katoh et
al, 2019), the selected sequences were aligned
with the Penicillium isolates sequences obtained
in the study. The phylogenetic tree based on
maximum likelihood (ML) analysis was constructed
as described by Bezerra et al. (2017) and support
values above 60% were considered statistically
significant and included near the nodes. Sequences
obtained in the study have been deposited in
GenBank (0Q332383-0Q332402).
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Riqueza de espécies de Penicillium

Para mensurar a riqueza e abundancia de
espécies de Penicillium na caverna Lapa do
Boqueirdo, o numero de coldnias (UFC) obtidas
de cada espécie foi considerado a abundancia
e 0 numero de espécies identificadas foi consi-
derado a riqueza. Os dados sobre a riqueza e
abundancia de espécies foram observados para
todos os pontos de coleta (1-8) e o substrato de
onde os fungos foram isolados (ar e sedimento).

RESULTADOS

Riqueza de espécies de Penicillium

No total, foram contabilizadas 890 UFC, das
78) foram
previamente identificadas como pertencentes

quais 178 (ar = 100 e sedimento =

ao género Penicillium. Dos 39 representantes,
foram selecionados e analisados 20 isolados
com base em caracteristicas macro e microsco-
picas nos meios de cultura CYA e MEA (Figura
2). Utilizando sequéncias de ITS do rDNA, foram
realizadas buscas no GenBank do NCBI via ferra-
menta BLASTn que confirmaram a identificacao
prévia dos isolados. A analise filogenética de ML
das sequéncias obtidas no nosso estudo (Figura
3) demonstrou que os isolados pertencem a 12
espécies de Penicillium de cinco sec¢des (Brevi-
compacta, Citrina, Lanata-Divaricata, Exilicaulis
e Ramosum), sendo a sec¢do Citrina a que apre-
sentou 0 maior numero de espécies (seis), com
destaque para P. sumatraense com a maior abun-
dancia (Tabela 1). Apesar de serem consideradas
0 codigo de barras para fungos, sequéncias de
ITS nem sempre sao suficientes para resolver
a definicdo da maioria das espécies de Peni-
cillium. Apesar disso, com base na nossa analise,
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Penicillium species richness

To measure the richness and abundance of
Penicillium species in the Lapa do Boqueiréo
cave, the number of colonies (CFU) obtained
from each species was considered abundance
and the number of species identified was consi-
dered richness. The data on species richness
and abundance were observed for all the collec-
tion points (1-8) in addition to the substrate from
which the fungi were isolated (air and sediment).

RESULTS

Richness of Penicillium species

A total of 890 CFUs were counted, of which 178 (air
= 100 and sediment = 78) were previously identi-
fied as belonging to the genus Penicillium. Of the
39 representatives, 20 isolates were selected and
analyzed based on macro and microscopic charac-
teristics on CYA and MEA culture media (Figure 2).
Using ITS rDNA sequences, searches were carried
out on NCBI's GenBank via the BLASTn tool, which
confirmed the previous identification of the isolates.
The ML phylogenetic analysis of the sequences
obtained (Figure 3) showed that the isolates belong
to 12 species of Penicillium from five sections (Brevi-
compacta, Citrina, Lanata-Divaricata, Exilicaulis
and Ramosum), with the Citrina section having
the highest number of species (six), and P. suma-
traense having the highest abundance (Table 1).
Despite being considered the barcode for fungi, ITS
sequences are not always sufficient to resolve the
definition of most Penicillium species. Nevertheless,
specific identification was not possible for only four
isolates considering phylogenetic analysis alone.
When combining morphological and molecular
data, it was possible to identify the isolates as P.
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somente com quatro isolados ndo foi possivel a
identificacdo especifica considerando apenas a
analise filogenética. Quando associado os dados
morfoldégicos e moleculares, foi possivel identi-
ficar os isolados como P. cf. brevicompactum (1),
P. cf. kongii (2) e P. cf. tropicum (1). Das 12 espé-
cies de Penicillium encontradas no nosso estudo,
seis delas (P. kongii, P. shearii, P. striatisporum, P.
sumatraense, P. terrigenum e P. tropicum) estao
sendo relatadas pela primeira vez em cavernas
de todo mundo, o que ressalta o tesouro fungico
escondido em cavernas brasileiras.

Figura 2 - Macro e micromorfologia de espécies de Penicillium
isoladas do ar e/ou sedimento da Caverna Lapa do Boqueirdo,
Cerrado goiano, Vila Propicio, Goias, Brasil cultivadas em MEA e
CYA (frente e verso) a 25°C por 7 dias no escuro. a-c. P. citrinum.
d-f. P. shearii. g-k. P. copticola. I-n. P. cf. tropicum. o-g. P. suma-
traense. r-t. P. terrigenum. u-w. P. cf. brevicompactum. x-y. P. cf.
kongii. z-aa. P. olsonii. ab-ad. P. javanicum. ae. P. striatisporum.
af-ah. P. virgatum. Barra de escala: 10 pm
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¢f. brevicompactum (1), P. cf. kongii (2) and P. cf.
tropicum (1). Of the 12 Penicillium species found,
six of them (P. kongii, P. shearii, P. striatisporum, P.
sumatraense, P. terrigenum and P. tropicum) are
being reported for the first time in caves worldwide,
which highlights the fungal treasure hidden in
Brazilian caves.

Figure 2 - Macro and micromorphology of Penicillium species isolated
from the air and/or sediment of Lapa do Boqueirédo Cave, Cerrado, Vila
Propicio, Goids, Brazil grown on MEA and CYA(  surface and reverse)
at 25°C for 7 days in the dark. a-c. P. citrinum. d-f. P. shearii. g-k. P.
copticola. I-n. P. cf. tropicum. o-q. P. sumatraense. r-t. P. terrigenum.
u-w. P. cf. brevicompactum. x-y. P. cf. kongii. z-aa. P. olsonii. ab-ad. P.
javanicum. ae. P. striatisporum. af-ah. P. virgatum. Scale bars: 10 ym..
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Figura 3 - Arvore de maxima verossimilhanca (ML) utilizando Figure 3 - Maximum likelihood (ML) tree using ITS rDNA sequences of
sequéncias de ITS do rDNA de isolados de Penicillium obtidos Penicillium isolates obtained from the air and/or sediment of Lapa do
do ar e/ou sedimento da Caverna Lapa do Boqueirdo, Cerrado Boqueirdo Cave, Cerrado, Vila Propicio, Goids, Brazil. Isolates obtained
goiano, Vila Propicio, Goias, Brasil. Isolados obtidos no nosso in this study are highlighted in blue and bold. Support values equal to
estudo estdo destacados na cor azul e negrito. Valores de suporte or greater than 60% are included next to the nodes. Aspergillus glaucus
iguais ou maiores que 60% estdo incluidos préximos dos nds. NRRL 116 was used as an outgroup.

Aspergillus glaucus NRRL 116 foi utilizada como grupo externo.
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Tabela 1 - Riqueza e abundancia (UFC) de espécies de Penicillium isoladas do ar e/ou sedimento
da Caverna Lapa do Boqueirao, Cerrado goiano, Vila Propicio, Goias, Brasil. Espécies relatadas pela
primeira vez em cavernas estdo indicadas (A) na coluna “Novo relato”. Abundancia de espécies esta
indicada para o substrato (Ar/Sedimento) e ponto de coleta (1-8, sendo os pontos 1 e 8 externos).
Hifen (-) indica a auséncia do fungo.

Ar/Sedimento

Pontos de coleta

. Secdo de Novo
Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8 Total
Penicillium relato
P. cf. .
. Brevicompacta 20/0 - - - - 2/0 - - 22/0
brevicompactum
P. citrinum Citrina - - - - - - - 4/0 4/0
P. copticola Citrina - - - - - - 2/0  0/4 2/4
P. javanicum Lanata- 41 01 022 - 02 - - - 4/6
Divaricata
P. cf. kongii Brevicompacta A - - - 21/0 1/0 - - 1/0 23/0
P. olsonii Brevicompacta 10/0 5/0 2/0 - - - 2/0  0/9 19/9
P. shearii Citrina A 0/9 - - - - - - - 0/9
P. striatisporum Exilicaulis A - - - on - - - - 0/1
P. sumatraense Citrina A 0/3 2/0 - - 19/0 4/0 - 0/12  25/15
P. terrigenum Citrina A - - 12 o0/8 - - - - 1/10
P. cf. tropicum Citrina A 0/3 0/6 - - - - 0/8 0/17
P.virgatum Ramosum - 0/4  0/2 - - - - 0/1 0/7

Abundancia 34/13 7/8 3/12 21/9 20/2 6/0 4/0 5/34 100/78
Riqueza 5 5 5 3 3 2 2 7 12
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Table 1 - Richness and abundance (CFU) of Penicillium species isolated from the air and/or sediment
of Lapa do Boqueiréo Cave, Cerrado, Vila Propicio, Goids, Brazil. Species reported for the first time in
caves are indicated (A) in the “New record” column. Species abundance is indicated for substrate (Air/
Sediment) and collection points (1-8, points 1 and 8 being external). Hyphen (-) indicates the absence of

the fungus.
Air/Sediments
Collection points
Penicillium New
Species . 1 2 3 4 5 6 7 8 Total
Section record

P. cf. .

. Brevicompacta 20/0 - - - - 2/0 - - 22/0
brevicompactum
P. citrinum Citrina - - - - - - - 4/0 4/0
P. copticola Citrina - - - - - - 2/0  0/4 2/4
P. javanicum Lanata- 41 01 02 - 02 - - - 4/6

Divaricata
P. cf. kongii Brevicompacta A - - - 21/0 1/0 - - 1/0 23/0
P. olsonii Brevicompacta 10/0 5/0 2/0 - - - 2/0  0/9 19/9
P. shearii Citrina A 0/9 - - - - - - - 0/9
P. striatisporum Exilicaulis A - - -0/ - - - - 0/1
P. sumatraense Citrina A 0/3 2/0 - - 19/0 4/0 - 0/12  25/15
P. terrigenum Citrina A - - 12 o0/8 - - - - 1710
P. cf. tropicum Citrina A 0/3 0/6 - - - - 0/8 0/17
P.virgatum Ramosum - 0/4 0/2 - - - - 0/1 0/7
Abundance 34/13 7/8 3/12 21/9 20/2 6/0 4/0 5/34 100/78
Richness 5 5 5 3 3 2 2 7 12
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Checklist de espécies de Penicillium en-
contradas na Caverna Lapa do
Boqueirao

Penicillium brevicompactum Dierckx, Ann. Soc.
Sci. Bruxelles 25: 88 (1901)

Substrato/hospedeiro e local de origem:
Desconhecido.

Distribuicdao: Cosmopolita.

Ocorréncia em cavernas: Africa do Sul, Bélgica,
Brasil, Cazaquistao, Israel, Italia, Korea, Polonia,
Republica Tcheca, Russia, Ucrania (Taylor et al.,
2013; Vanderwolf et al., 2013).

Comentarios: Penicillium brevicompactum apre-
senta ampla distribuicdo em cavernas pelo
mundo, incluindo no Brasil (Taylor et al., 2013;
Alves et al., 2022). No ambiente cavernicola, essa
espécie pode ser encontrada em sedimento/solo,
agua, insetos, parede da caverna, madeira e ar
(Vanderwolf et al., 2013). Além disso, P. brevicom-
pactum esta presente no ar de outros ambientes
e pode ser comumente isolada de alimentos,
apresentando grande importancia por produzir
a micotoxina acido micofendlico (Ndagijimana
et al., 2008), ser utilizada na producao de medi-
camentos imunossupressores (Regueira et al.,
2011) e relacionada com alguns raros casos de
micoses oportunistas em mamiferos (de Hoog et
al., 2020).

Penicillium citrinum Thom, Bull. U.S. Depart-
ment of Agriculture, Bureau Animal Industry
118: 61 (1910)

Substrato/hospedeiro e local de origem:

Desconhecido.

Distribuicdao: Cosmopolita.

Ocorréncia em cavernas: Africa do Sul, Brasil,
Eslovaquia, Eslovénia, Israel, Kazaquistao, Poldnia,
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Checklist of Penicillium species found in
Lapa do Boqueiréo Cave

Penicillium brevicompactum Dierckx, Ann. Soc. Sci.
Bruxelles 25: 88 (1901)

Substrate/host and place of origin: Unknown.
Distribution: Cosmopolitan.

Occurrence in caves: South Africa, Belgium, Brazil,
Kazakhstan, Israel, Italy, Korea, Poland, Czech
Republic, Russia, Ukraine (Taylor et al, 2013;
Vanderwolf et al., 2013).

Comments: Penicillium brevicompactum has
a wide distribution in caves around the world,
including in Brazil (Taylor et al., 2013; Alves et
al., 2022). In the cave environment, this species
can be found in sediment/soil, water, insects, the
cave wall, wood and air (Vanderwolf et al., 2013).
In addition, P. brevicompactum is present in the
air of other environments and can be commonly
isolated from food, presenting great importance
for producing the mycotoxin mycophenolic acid
(Ndagijimana et al., 2008), which is used in the
production of immunosuppressive drugs (Regueira
et al, 2011). In addition, it is related to some rare
cases of opportunistic mycoses in mammals (de
Hoog et al., 2020).

Penicillium citrinum Thom, Bull. U.S. Department of
Agriculture, Bureau Animal Industry 118: 61 (1910)

Substrate/host and place of origin: Unknown.
Distribution: Cosmopolitan.

Occurrence in caves: South Africa, Brazil, Slovakia,
Slovenia, Israel, Kazakhstan, Poland, Czech Republic
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Republica Tcheca (Cunha et al., 2020; Taylor et al.,
2013; Carvalho et al., 2022; Vanderwolf et al., 2013).

Comentarios: Penicillium citrinum esta distri-
buida mundialmente e foi relatada em outros
estudos de cavernas no Brasil (Alves et al.,
2022). No ambiente cavernicola essa espécie foi
isolada de solo/sedimento, insetos, ar, guano e
parede da caverna. Penicillium citrinum pode
ser comumente isolada de alimentos como
cereais e especiarias (Houbraken et al., 2011).
Além disso, é uma espécie que pode produzir
micotoxinas capazes de ocasionar intoxica¢do
alimentar em humanos (Houbraken et al., 2010)
e ha relatos de casos de infeccdao oportunista
nos pulmdes, endoftalmite e infeccao cutanea
(de Hoog et al., 2020).

Penicillium copticola Houbraken, Frisvad &
Samson, Stud. Mycol. 70: 88 (2011)
Substrato/hospedeiro e local de origem:

tortilha, Estados Unidos.

Distribuicdo: Africa do Sul, Bolivia, Brasil,

Finlandia, México, Republica da Coreia e

Tanzania.

Ocorréncia em cavernas: Brasil (Alves et al.
2022).

Comentarios: Para o nosso conhecimento,
P. copticola foi relatada apenas uma vez em
caverna no Brasil (Alves et al., 2022), sendo
este estudo o segundo relato de ocorréncia da
espécie em cavernas mundialmente. Trata-se
de uma espécie que tem atraido interesse cien-
tifico para estudos relacionados a produc¢ao da

enzima tirosinase (Maamoun et al., 2021).
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(Cunha et al., 2020; Taylor et al., 2013, Carvalho et
al., 2022; Vanderwolf et al., 2013).

Comments: Penicillium citrinum has a worldwide
distribution and has been reported in other
cave studies in Brazil (Alves et al., 2022). In the
cave environment, this species has been isolated
from soil/sediment, insects, air, guano and the
cave wall. Penicillium citrinum can be commonly
isolated from foods such as cereals and spices
(Houbraken et al., 2011). In addition, it can
produce mycotoxins capable of causing food
poisoning in humans (Houbraken et al., 2010)
and there are reported cases of opportunistic
infection in the lungs, endophthalmitis and skin
infection (de Hoog et al., 2020).

Penicillium copticola Houbraken, Frisvad & Samson,
Stud. Mycol. 70: 88 (2011)

Substrate/host and place of origin: tortillo,
United States.

Distribution: South Africa, Bolivia, Brazil, Finland,
Mexico, Republic of Korea and Tanzania.

Occurrence in caves: Brazil (Alves et al. 2022).

Comments: Apparently, P. copticola has only been
reported once in a Brazilian cave (Alves et al., 2022),
and this study is the second record of the species
occurring in caves worldwide. It is a species that has
attracted scientific interest for studies related to the
production of the tyrosinase enzyme (Maamoun et
al., 2021).
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Penicillium javanicum ).F.H. Beyma, Verh. K. Akad.
Wet., tweede sect. 26(4): 17 (1929)

Substrato/hospedeiro e local de origem: Raizes
vivas de Thea sinensis, Indonésia.

Distribuicdao: Argentina, Australia, Brasil,
Camardes, Coldmbia, Estados Unidos, india e
Indonésia.

Ocorréncia em cavernas: Italia

(Vanderwolf et al., 2013).

Eslovaquia,

Comentarios: Penicillium javanicum foi isolada
de solo/sedimento de cavernas (Vanderwolf et
al., 2013). Trata-se de um fungo também isolado
de raizes de plantas (Lai et al., 2023), associado
a manguezais (Liang et al., 2019) e solo (Barbosa
etal., 2022). Além disso, ha relatos dessa espécie
na producdo de substédncias com atividades
biolégicas (ex. antibacterianas, anti-inflamatoé-
rias e antifungicas) (Liang et al., 2020; Lai et al.,
2023; Liang et al., 2019).

Penicillium kongii L. Wang, Mycologia 105(6): 1549
(2014) [2013]

Substrato/hospedeiro e local de origem: folhas
de Quercus aquifolioides, Tibete.

Distribuicao: Cosmopolita.
Ocorréncia em cavernas: Esta é a primeira
ocorréncia.

Comentarios: Apesar de P. kongii possuir ampla

distribuicdo mundial, sendo isolada comu-
mente de material vegetal (Liu et al., 2017; Wang
& Wang, 2017), trata-se do primeiro relato no
ambiente cavernicola onde foi isolada do ar. O
estudo de metabdlitos secundarios produzidos
por essa espécie indica a possibilidade de novos
compostos de interesse na industria farmacolo-

gica para tratamento de cancer (Liu et al., 2017).

353

Penicillium javanicum J.F.H. Beyma, Verh. K. Akad.
Wet., tweede sect. 26(4): 17 (1929)

Substrate/host and place of origin: Live roots of
Thea sinensis, Indonesia.

Distribution:  Argentina, Australia, Brazil,
Cameroon, Colombia, United States, India and

Indonesia.

Occurrence in caves: Slovakia, Italy (Vanderwolf et
al., 2013).

Comments: Penicillium javanicum has been
isolated from cave soil/sediment (Vanderwolf et al.,
2013). This fungus has also been isolated from plant
roots (Lai et al., 2023), associated with mangroves
(Liang et al., 2019) and soil (Barbosa et al., 2022). In
addition, this species has been reported to produce
substances with biological activities (e.g. antibacte-
rial, anti-inflammatory and antifungal) (Liang et al.,

2020; Lai et al., 2023, Liang et al., 2019).

Penicillium kongii L. Wang, Mycologia 105(6): 1549
(2014) [2013]

Substrate/host and place of origin: Quercus aqui-
folioides leaves, Tibet.

Distribution: Cosmopolitan.
Occurrence in caves: This is the first occurrence.

Comments: Although P. kongii has a wide distri-
bution worldwide, being commonly isolated from
plant material (Liu et al., 2017, Wang & Wang,
2017), this is the first report in the cave environ-
ment where it has been isolated from the air. The
study of secondary metabolites produced by this
species indicates the possibility of new compounds
of interest in the pharmacological industry for
cancer treatment (Liu et al., 2017).
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Penicillium olsonii Bainier & Sartory [as ‘olsoni’],
Annls mycol. 10(4): 398 (1912)

Substrato/hospedeiro e local de origem: Musa,
Franca.

Distribuicdo: Africa do Sul, Canad4, Finlandia,
Italia, Republica da Coreia e Uganda.

Ocorréncia em cavernas: China (Vanderwolf et
al., 2013).

Comentarios: Penicillium olsonii foi relatada
em estudos de caverna na China sendo isolada
exclusivamente do ar (Vanderwolf et al., 2013).
Esta é a primeira ocorréncia de P. olsonii em
cavernas do Brasil, de onde foi obtida do ar. Essa
espécie foi associada a producdo de enzimas
(Tranchimand et al., 2005; Tranchimand et al.,
2008) importantes para a industria de alimentos
e bebidas (Wagner; Kusserow; Schafer, 2000).
Existem relatos de utilizagdo de P. olsonii no
controle biolégico de doencgas em plantas (Latz

et al., 2020).

Penicillium shearii Stolk & D.B. Scott, Persoonia
4(4): 396 (1967)

Substrato/hospedeiro e local de origem: Solo,
Honduras.

Distribuicdo: Brasil, Colémbia e india.

Ocorréncia em cavernas: Esta é a primeira
ocorréncia.

Comentarios: Penicillium shearii € uma espécie
comumente isolada do solo (Khandavilli et al.,
2016; Brito, 2015) e esta aqui sendo relatada
pela primeira vez em caverna, onde foi obtida de
solo/sedimento de caverna brasileira. Penicillium
shearii foi utilizada no estudo de nanoparticulas
para possiveis aplicacdes na medicina (Fageria et
al., 2017).
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Penicillium olsonii Bainier & Sartory [as ‘olsoni’],
Annls mycol. 10(4): 398 (1912)

Substrate/host and place of origin: Musa, France.

Distribution: South Africa, Canada, Finland, Italy,
Republic of Korea and Uganda.

Occurrence in caves: China (Vanderwolf et al.,
2013).

Comments: Penicillium olsonii has been reported
in cave studies in China being isolated exclusively
from the air (Vanderwolf et al., 2013). This is the
first cave occurrence of P. olsonii in Brazil, where
it was obtained from the air. This species has been
associated with the production of enzymes (Tran-
chimand et al., 2005; Tranchimand et al., 2008)
that are important for the food and beverage
industry (Wagner; Kusserow; Schdfer, 2000). There
are reports of P. olsonii being used in the biological
control of plant diseases (Latz et al., 2020).

Penicillium shearii Stolk & D.B. Scott, Persoonia
4(4): 396 (1967)

Substrate/host and place of origin: Soil, Honduras.
Distribution: Brazil, Colombia and India.
Occurrence in caves: This is the first occurrence.

Comments: Penicillium shearii is a species
commonly isolated from soil (Khandavilli et al.,
2016, Brito, 2015) and is being reported in caves
for the first time. Penicillium shearii has been used
in the nanoparticles study for possible applications

in medicine (Fageria et al., 2017).
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Penicillium striatisporum Stolk, Antonie van Leeu-
wenhoek 35: 268 (1969)

Substrato e local de origem: Folhas caidas de
Acacia karroo, Africa do Sul.

Distribuicdo: india.
Ocorréncia em cavernas: Esta é a primeira
ocorréncia.

Comentarios: Penicillium striatisporum tem sido
isolada de diferentes hospedeiros/substratos e
é relatada com potencial antifungico (Ma et al.,
2008). No nosso estudo, P. striatisporum esta
sendo relatada pela primeira vez em caverna, de
onde foi isolada do solo/sedimento.

Penicillium sumatraense Svilv. [as ‘sumatrense’],

Arch. Hydrobiol. 14(Suppl. 3): 535 (1936)

Substrato e local de origem: Solo, Sumatra.
Distribuicao: Cosmopolita.

Ocorréncia em cavernas: Esta é a primeira
ocorréncia.

Comentarios: Poucos estudos relatam o isola-
mento de P. sumatraense, sendo alguns deles
sobre o possivel potencial de producdo de molé-
culas bioativas (Hsi et al., 2022) ou isolamento de
substratos/hospedeiros incomuns (Smiri et al.,
2021). Nosso relato trata-se da primeira ocor-

réncia de P. sumatraense em caverna.

Penicillium terrigenum Houbraken, Frisvad &
Samson, Stud. Mycol. 70: 125 (2011)

Substrato e local de origem: Solo, Havai.

Distribuicdo: Bolivia, Brasil, Coréia do Sul,
Panama e Tailandia.
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Penicillium  striatisporum  Stolk, Antonie van
Leeuwenhoek 35: 268 (1969)

Substrate and place of origin: Fallen leaves of
Acacia karroo, South Africa.

Distribution: India.

Occurrence in caves: This is the first occurrence.
Comments: Penicillium striatisporum has been
isolated from different hosts/substrates and is
reported to have antifungal potential (Ma et al.,
2008). In this study, P. striatisporum is being
reported for the first time in a cave, from where it
was isolated from soil/sediment.

Penicillium sumatraense Svilv. [as ‘sumatrense’],

Arch. Hydrobiol. 14(Suppl. 3): 535 (1936)

Substrate and place of origin: Soil, Sumatra.
Distribution: Cosmopolitan.

Occurrence in caves: This is the first occurrence.

Comments: Few studies have reported the isolation
of P. sumatraense, some of them on the possible
potential for the production of bioactive molecules
(Hsi et al., 2022) or isolation from unusual subs-
trates/hosts (Smiri et al., 2021). This report is the
first cave occurrence of P. sumatraense.

Penicillium terrigenum Houbraken, Frisvad &
Samson, Stud. Mycol. 70: 125 (2011)

Substrate and place of origin: Soil, Hawaii.

Distribution: Bolivia, Brazil, South Korea, Panama
and Thailand.
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Ocorréncia em cavernas: Esta € a primeira
ocorréncia.

Comentarios: Penicillium terrigenum é normal-
mente isolada do solo e substratos relacionados
(Park et al., 2019), existindo poucos relatos de
isolamento de outros substratos/hospedeiros
(Punja, 2020), ambientes marinhos (Goncalves
et al., 2019), macroalgas e verificacao de ativi-
dade enzimatica (Park et al., 2016). O presente
estudo € a primeira ocorréncia de P. terrigenum

em caverna.

Penicillium  tropicum Houbraken, Frisvad &
Samson, Fungal Diversity 44: 129 (2010)

Substrato e local de origem: Solo de cultivo de
Coffea arabica, india.

Distribuicao: Costa Rica, Equador, Ilhas
Galdpagos e india.
Ocorréncia em cavernas: Esta € a primeira

ocorréncia.

Comentarios: Trata-se da primeira ocorréncia
de P. tropicum em caverna. No nosso estudo, P.
cf. tropicum foi isolada de sedimento. Penicillium
tropicum tem sido isolada principalmente de
solos tropicais e subtropicais (Houbraken et al.,
2010) e poucos relatos diferem desse substrato
(Zeng et al., 2016).

Penicillium virgatum Nirenberg & Kwasna, Mycol.
Res. 109(9): 977 (2005)

Substrato e local de origem: Solo de cultivo de
Glycine max, Nova Caledénia.

Distribuicao: Cosmopolita.
Ocorréncia em cavernas: Brasil (da Costa, 2015).

Comentarios: Penicillium virgatum € amplamente
distribuida pelo mundo, sendo principalmente
isolada do solo (Kwasna & Nirenberg, 2005; de
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Occurrence in caves: This is the first occurrence.

Comments: Penicillium terrigenum is usually
isolated from soil and related substrates (Park
et al, 2019), with few reports from other subs-
trates/hosts (Punja, 2020), marine environments
(Gongalves et al., 2019), macroalgae and verifica-
tion of enzymatic activity (Park et al., 2016). This

study is the first cave occurrence of P. terrigenum.

Penicillium tropicum Houbraken, Frisvad & Samson,
Fungal Diversity 44: 129 (2010)

Substrate and place of origin: Coffea arabica
growing soil, India.
Distribution: Costa Rica, Ecuador, Galapagos

Islands and India.
Occurrence in caves: This is the first occurrence.

Observations: This is the first occurrence of P.
tropicum in a cave. In this study, P. cf. tropicum
was isolated from sediment. Penicillium tropicum
has been mainly isolated from tropical and subtro-
pical soils (Houbraken et al., 2010) and few reports
differ from this substrate (Zeng et al., 2016).

Penicillium virgatum Nirenberg & Kwasna, Mycol.
Res. 109(9): 977 (2005)

Substrate and place of origin: Glycine max growing
soil, New Caledonia.

Distribution: Cosmopolitan.
Occurrence in caves: Brazil (da Costa, 2015).

Comments: Penicillium virgatum is widely distri-
buted throughout the world, being mainly isolated
from soil (Kwasna & Nirenberg, 2005; de Souza,
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Souza, 2018; da Costa, 2015) e foi relatada em
solo de cavidades naturais em Minas Gerais-
-Brasil (da Costa, 2015). Além disso, tem sido
relatada com potencial para produc¢do de molé-
culas bioativas (Li et al., 2022; Yin et al., 2021).

DISCUSSAO

Espécies de Penicillium possuem distribuicao
mundial, atuam como importantes decompo-
sitores da matéria organica e sdao encontrados
em ambientes naturais e fechados e produtos
alimenticios (Frisvad, 2014). Fungos desse
género sao amplamente utilizados com poten-
cial econbmico em diferentes industrias (Gupta
& Rodriguez-Couto, 2017). Além disso, algumas
espécies sao produtoras de micotoxinas e rela-
tadas causando danos naagricultura (Houbraken
etal. 2020; Samson et al. 2010) e micoses oportu-
nistas em humanos e outros animais (de Hoog et
al., 2020). No ambiente cavernicola, as espécies
de Penicillium estdao entre as mais relatadas em
diferentes substratos e hospedeiros (Vanderwolf
etal., 2013; Alves et al., 2022). Contudo, registros
oficiais da Flora e Funga do Brasil s6 reportam
trés espécies no bioma Cerrado (Flora e Funga
do Brasil, 2023).

No nosso estudo, foram obtidas 890 UFC, das
quais 178 (100 = ar e 78 = sedimento) foram iden-
tificadas como Penicillium, o que representa 20%
do total. A riqueza de 12 espécies de Penicillium
foi relatada a partir do isolamento de fungos do
ar e sedimento de caverna do Cerrado no Brasil,
sendo a secdo Citrina a que apresentou maior
abundancia e numero de espécies. Além disso,
foi possivel observar que os pontos de coleta
definidos na caverna diferiram quanto a abun-
dancia e riqueza de espécies, especialmente
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2018; da Costa, 2015) and has been reported in soil
from caves in Minas Gerais-Brazil (da Costa, 2015).
It has also been reported to have the potential to
produce bioactive molecules (Li et al., 2022, Yin et
al., 2021).

DISCUSSION

Penicillium species have a worldwide distribution,
actasimportantdecomposers of organic matter and
are found in natural and closed environments and
food products (Frisvad, 2014). Fungi of this genus
are widely used with economic potential in different
industries (Gupta & Rodriguez-Couto, 2017). In
addition, some species are mycotoxin producers
and have been reported to cause damage in agri-
culture (Houbraken et al. 2020; Samson et al. 2070)
and opportunistic mycoses in humans and other
animals (de Hoog et al., 2020). In the cave envi-
ronment, Penicillium species are among the most
reported on different substrates and hosts (Vande-
rwolf et al., 2013, Alves et al., 2022). Nevertheless,
official records from Brazilian Flora and Fungi only
report three species in the Cerrado biome (Flora e
Funga do Brasil, 2023).

In our study, 890 CFU were obtained, of which
178 (100 = air and 78 = sediment) were identi-
fied as Penicillium, which represents 20% of the
total. A richness of 12 Penicillium species has
been reported from the isolation of fungi from
the air and sediment of Cerrado caves in Brazil,
with the section Citrina showing the greatest
abundance and number of species. In addition, it
was possible to observe that the collection points
defined in the cave differed in terms of abundance
and species richness, especially the external
points which showed the highest species richness
and abundance. The highlight of this study is the
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0S pontos externos que apresentaram maior
riqueza e abundancia de espécies. O destaque
deste estudo esta no relato de seis espécies de
Penicillium nunca observadas no ambiente caver-
nicola e/ou no Brasil (Vanderwolf et al., 2013;
Zhang et al., 2017; Cunha et al., 2020; Zhang et
al., 2021; Alves et al., 2022).

Estudos verificando a riqueza e abundancia
de fungos em cavernas tém demonstrado que
os diferentes espacos do ecossistema caver-
nicola podem possuir um numero de espécies
constante ou variavel, principalmente quando
sao considerados os substratos, hospedeiros e
correntes de ar (Cunha et al., 2020; Alves et al.,
2022). Semelhante ao nosso estudo, Taylor et
al. (2014) e Alves et al. (2022) verificaram que
pontos de coletas externos ou mais proximos
das entradas das cavernas possuem a maior
abundancia e/ou riqueza de fungos. Sabe-se que
fatores bidticos e abidticos, como a maior dispo-
nibilidade de matéria organica, maior luminosi-
dade e presenca de morcegos, podem favorecer
o desenvolvimento fungico nas cavernas (Vande-
rwolf et al., 2013; Cunha et al., 2020; Alves et al.,
2022).Alémdisso, foidemonstrado que os fungos
cavernicolas podem ser originarios do ambiente
externo (Zhang et al., 2018) e a visitacao turistica
de cavernas pode auxiliar na entrada de espé-
cies que ainda ndo estao presentes no ambiente
(Zhelyazkova et al., 2020).

Espécies de Penicillium da secdo Citrina sao
encontradas em diferentes substratos e hospe-
deiros de todo o0 mundo, mas especialmente no
solo (Houbraken et al., 2011). Esta secao possui
aproximadamente 43 espécies (Ashtekar et al.,
2022), incluindo novidades do Brasil (ex. P. vasco-
sobrinhoanum, Barbosa et al., 2020). A espécie
mais abundante no nosso estudo, P. sumatra-
ense, tem sido isolada de substratos/hospe-
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record of six Penicillium species never observed in
the cave environment and/or in Brazil (Vanderwolf
etal., 2013; Zhang et al., 2017, Cunha et al., 2020;
Zhang et al., 2021, Alves et al., 2022).

Studies verifying the richness and abundance of
fungi in caves have shown that the different spaces
of the cave ecosystem can have a constant or
variable number of species, especially when subs-
trates, hosts and air currents are taken into account
(Cunha et al., 2020; Alves et al., 2022). Similar to
this study, Taylor et al. (2014) and Alves et al. (2022)
found that collection points outside or closest to
cave entrances have the highest abundance and/
or fungi richness. It is known that biotic and abiotic
factors, such as the greater availability of organic
matter, greater luminosity and the presence of bats,
can favor fungal development in caves (Vanderwolf
et al., 2013; Cunha et al., 2020; Alves et al., 2022).
In addition, it has been shown that cave fungi can
originate from the external environment (Zhang et
al., 2018) and tourist visitation of caves can help
introduce species that are not yet present in the
environment (Zhelyazkova et al., 2020).

Penicillium species of the section Citrina are found
on different substrates and hosts all over the world,
but especially in soil (Houbraken et al., 2011). This
section has approximately 43 species (Ashtekar et
al., 2022), including novelties from Brazil (e.g. P.
vascosobrinhoanum, Barbosa et al., 2020). Peni-
cillium sumatraense, the most abundant species
in this study, has been isolated from unusual subs-
trates/hosts and is being reported for the first time
in a cave environment (Smirietal., 2021, Vanderwolf
et al.,, 2013; Alves et al., 2022). In addition to their
ecological and taxonomic importance, fungi from
the section Citrina have also been reported to have
biotechnological potential (Samson & Houbraken,
2011) and P. citrinum has been reported to cause
opportunistic mycoses (de Hoog et al., 2020). The
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deirosincomuns (Smirietal., 2021), nosso estudo
esta relatando esta espécie pela primeira vez em
ambiente cavernicola (Vanderwolf et al., 2013;
Alves et al., 2022). Além da importancia ecoldgica
e taxondmica, fungos da secdo Citrina também
tém sido relatados com potencial biotecnolégico
(Samson & Houbraken, 2011) e P. citrinum possui
relatos causando micoses oportunistas (de Hoog
et al., 2020). A secao Brevicompacta compreende
um outro grupo de fungos que merece destaque
no nosso estudo, apresentou trés espécies, P.
cf. brevicompactum, P. cf. kongii e P. olsonii, com
elevada abundancia e uma delas como nova
ocorréncia em cavernas. Espécies de Penicillium
da secao Brevicompacta sao comumente encon-
tradas no solo e no ar (Houbraken et al. 2020;
Samson et al. 2010), existem relatos de atuarem
como agentes etioldgicos de micoses oportu-
nistas (de Hoog et al., 2020) e no Brasil tém sido
obtidas de diferentes fontes, incluindo ar, agua,
folhas, solo e produtos alimenticios (Barbosa et
al., 2022).

Com relacao as demais secbes de Penicillium
encontradas no nosso estudo, a secdo Lano-
ta-Divaricata possui cerca de 80 espécies prin-
cipalmente isoladas do solo (Diao et al., 2019),
mas existem relatos de outros substratos/
hospedeiros e no Brasil ocorrem como endé-
fitos e em substratos relacionados com abelhas
(Barbosa et al., 2018, 2022). No nosso estudo, a
secao Exilicaulis foi representada por P. striatis-
porum, sendo conhecida por fungos que conta-
minam ambientes fechados, podem causar
alergias em humanos, produzir micotoxinas e
possuir significancia na saude veterinaria e na
agricultura (Visagie et al., 2016). No Brasil, espé-
cies desta secao sao relatadas do solo, aguas,
plantas e diversos outros substratos/hospe-
deiros em diferentes biomas (Barbosa et al.,
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Brevicompacta section comprises another group of
fungi that deserves to be highlighted in our study,
presenting three species, P. cf. brevicompactum, P.
cf. kongii and P. olsonii, with high abundance and
one of them as a new occurrence in caves. Peni-
cillium species from the section Brevicompacta
are commonly found in soil and air (Houbraken
et al. 2020, Samson et al. 2010), there are reports
of them acting as etiological agents of opportu-
nistic mycoses (de Hoog et al., 2020) and in Brazil
they have been obtained from different sources,
including air, water, leaves, soil and food products
(Barbosa et al., 2022).

With regard to the other Penicillium sections found
in this study, the section Lanata-Divaricata has
around 80 species mainly isolated from soil (Diao
et al., 2019). However, there are reports of other
substrates/hosts and in Brazil they occur as endo-
phytes and on bee-related substrates (Barbosa et
al., 2018, 2022). In this studly, section Exilicaulis was
represented by P. striatisporum, which is known for
fungi that contaminate closed environments, can
cause allergies in humans, produce mycotoxins and
have significance in veterinary health and agricul-
ture (Visagie et al., 2016). In Brazil, species from this
section have been reported from soil, water, plants
and various other substrates/hosts in different
biomes (Barbosa et al., 2022). Section Ramosum
comprises about 20 species that are obtained from
various substrates/hosts, such as air and herbivore
excrement, however, it had a single representative,
P. virgatum (Guevara-Suarez et al., 2020). In Brazil
there are reports in mangrove sediment, soil and
plant litter (Barbosa et al., 2022).

Brazilian caves mycobiota represents part of the
national ‘fungal treasure’, providing information
that makes it possible toimplement strategies aimed
at conserving the diversity of the cave environment.
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2022). A se¢do Ramosum teve um Unico repre-
sentante, P. virgatum, e compreende cerca de
20 espécies que sao obtidas de diversos subs-
tratos/hospedeiros, tais como ar e excremento
de herbivoros (Guevara-Suarez et al., 2020) e no
Brasil ha relatos em sedimento de manguezal,
solo e serrapilheira (Barbosa et al., 2022).

A micobiota presente nas cavernas brasileiras
representa parte do ‘tesouro fungico’ nacional,
fornecendo informacdes que viabilizem a
execucdo de estratégias voltadas a conservacao
da diversidade do ambiente cavernicola. Seriam
as cavernas brasileiras um hotspot da diversi-
dade global de fungos? Os dados inventariados
sobre a microbiota cavernicola sao importantes
subsidios para a elaborac¢ao de planos de manejo
espeleolégico (ex. “Plano de Manejo Espele-
olégico da Furna Nova, Barauna/RN - Parque
Nacional da Furna Feia”, ICMBio/Cecav, 2023),
auxiliando na atuacao de érgaos de protecdo
do patrimdnio espeleolégico e proporcionando
a conservacdo das espécies fungicas e demais
biota associada ao ambiente das cavernas, além
de atuar na protecao da saude devisitantes. Além
disso, a preservacao ex situ dos fungos favorece
estudos relacionados as aplicacdes biotecnolo-
gicas, ecoldgicas e de taxonomia/inventario de

fungos em cavernas brasileiras.

Durante o nosso estudo foi possivel estimar
uma riqueza de espécies de Penicillium até entao
desconhecida em cavernas, com destaque para
P. cf. kongii, P. shearii, P. striatisporum, P. suma-
traense, P. terrigenum e P. cf. tropicum que aqui
estdo sendo relatadas pela primeira vez no
ambiente cavernicola e representam 50% da
riqueza de espécies do nosso estudo. Estudos
de avaliacao da riqueza de fungos em cavernas
do Brasil obtiveram resultados semelhantes
(Alves et al., 2022; Cunha et al. 2020), relatando
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Could Brazilian caves be a global fungal diversity
hotspot? The inventoried data on cave microbiota
provides important inputs for drawing up cave
management plans (e.g. “Furna Nova Cave Mana-
gement Plan, Barauna/RN - Furna Feia National
Park”, ICMBio/Cecav, 2023). The data supports the
work of agencies protecting the cave heritage and
helps the conservation of fungal species and other
biota associated with the cave environment, as well
as protecting the health of visitors. In addition, the
ex situ preservation of fungi favors studies related
to biotechnological, ecological and taxonomic
applications/inventory of fungi in Brazilian caves.

During this study, it was possible to estimate
a richness of Penicillium species previously
unknown in caves, especially P. cf. kongii, P. shearii,
P. striatisporum, P. sumatraense, P. terrigenum and
P. cf. tropicum, which represent 50% of the species
richness of the study and are being reported in the
cave environment for the first time. Studies evalua-
ting the richness of caves fungi in Brazil have
obtained similar results (Alves et al., 2022; Cunha
et al. 2020), which demonstrates the impact of this

study in estimating the national and global diversity
of fungi.
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cerca de 50% das espécies pela primeira vez em
cavernas, o que demonstra o impacto do nosso
estudo na estimativa da diversidade nacional e
global de fungos.

CONSIDERACOES FINAIS

O nosso estudo apresenta importantes pistas
para a descoberta de um tesouro ainda escon-
dido na escuriddo de cavernas brasileiras. A
riqueza de espécies de Penicillium, fungos com
distribuicdo mundial e associados com diversos
hospedeiros/substratos, € uma parte da diversi-
dade de fungos da Caverna Lapa do Boqueirao
do Cerrado, Brasil. Entre as 12 espécies de Peni-
cillium encontradas no presente estudo desta-
camos que 50% delas estao sendo relatadas a
primeira vez em cavernas e/ou no Brasil, consti-
tuindo uma parte do tesouro micoldgico encon-
trado em cavernas. Além de os dados serem
importante para estimativa da diversidade de
fungos no Brasil e no mundo, o inventario da
riqueza de espécies de Penicillium é importante
para a preservacao in situ e ex situ de recursos
biolégicos com potencial biotecnoldgico e
fornecimento de informac¢des micoldgicas para
inclusdo em plano de manejo de cavernas com
potencial turistico no Brasil.
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FINAL CONSIDERATIONS

This study presents important clues to the
discovery of a treasure still hidden in the darkness
of Brazilian caves. The richness of Penicillium
species, fungi with a worldwide distribution and
associated with diverse hosts/substrates, is part
of the fungal diversity of the Lapa do Boqueiréo
Cave in the Cerrado. Of the 12 Penicillium species
found in this study, 50% are being reported for the
first time in caves and/or in Brazil, constituting
part of the mycological treasure found in caves. In
addition to the data being important for estima-
ting the diversity of fungi in Brazil and worldwide,
the inventory of the Penicillium species richness
is important for the in situ and ex situ preserva-
tion of biological resources with biotechnological
potential and the provision of mycological infor-
mation for inclusion in management plans for
caves with tourist potential in Brazil.
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