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Resumo

As cavernas podem ser consideradas como ambientes oligotroficos extremos que proporcionam nichos
ecoldgicos altamente especializados para uma variedade de microrganismos. Desde o surgimento do
Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), o montante genético do ambiente pdde ser acessado. Neste
contexto, este estudo objetivou o0 uso de metagenémica, para 0 conhecimento da biodiversidade microbiana
em ambientes subterrdneos como subsidio ao planejamento do uso publico da unidade de conservagéo, o
Monumento Natural da Gruta do Lago Azul em Bonito/MS. Para o estudo foram coletadas amostras de
diferentes substratos da Gruta do Lago Azul (GLA) e da Gruta Nossa Senhora Aparecida (GNSA), sendo de
sedimentos, matéria orgénica e guano de diferentes zonas de iluminacéo e profundidade em cada cavidade.
Os resultados revelaram grande diversidade entre as grutas analisadas, observando um compartilhamento em
torno de 5,84% considerando o total de abundéancia das unidades taxondmicas acessada, com 7,72% das
espécies fangicas (79 OTUs) e 3,41% bacterianas (27 OTUs), demonstrando a grande riqueza e
especificidades considerando a proximidade geografica destes ambientes. As analises revelaram alguns
fungos considerados patdgenos primarios de hospedeiros humanos, encontrados em amostras de sedimento,
matéria organica e guano, principalmente nas zonas de penumbra e afttica. Da mesma forma, entre o0s
géneros bacterianos destaca-se a presenga de Coxiella sp em amostras de sedimentos das referidas zonas.
Assim, os resultados obtidos subsidiaram decisdes relativas ao manejo e zoneamento das cavidades, bem
como determinaram as medidas de protecdo aos visitantes, inseridas nas hormas e no manejo do MNGLA.

Palavras-Chave: Monumento Natural da Gruta do Lago Azul; Gruta do Lago Azul; Gruta N.S. Aparecida;
Micro-organismos patogénicos; Metagenoma; Plano de Manejo; Turismo

Abstract

Caves can be considered as extreme oligotrophic environments that provide highly specialized ecological
niches for a variety of microorganisms. Since the emergence of Next Generation Sequencing (NGS), the
genetic amount present in the environment could be accessed. In this context, this study aimed to use of
metagenomics, for access of microbial biodiversity in underground environments, as a subsidy for the
planning of the public use of the conservation unit, the Natural Monument of Gruta do Lago Azul in
Bonito/MS. For the study, samples were collected from different substrates from Gruta do Lago Azul (GLA)
and Gruta Nossa Senhora Aparecida (GNSA), consisting of sediments, organic matter and guano from
different lighting zones and depth in each cave. The results revealed great diversity among the analyzed
caves, observing a sharing of 5.84% of the total abundance of taxonomic units accessed, with 7.72% of
fungal species (79 OTUs) and 3.41% of bacterial species ( 27 OTUs), demonstrating the great richness and
specificities considering the geographical proximity of these environments. The analyzes revealed some fungi
considered as primary pathogens of human hosts in samples of sediment, organic matter, and guano, mainly
in the twilight and aphotic zones. Likewise, among the bacterial genera, the presence of Coxiella sp. in
sediment samples from the mentioned zones. Thus, the results obtained supported decisions regarding the
management and zoning of the caves, as well as determined the measures to protect visitors, inserted in the
norms and management of the MNGLA.

78

Www.cavernas.org.br



mailto:duda.grisolia@gmail.com
mailto:vaniava63@gmail.com
mailto:gisele.sessegolo@gmail.com

ANAIS do 36° Congresso Brasileiro de Espeleologia
Brasilia/DF, 20-23 de abril de 2022 — Sociedade Brasileira de Espeleologia

® .
sbel §ociedade
Brasileira de
Espeleologia

Keywords: Monumento Natural da Gruta do Lago Azul; Gruta do Lago Azul; Gruta N.S. Aparecida;
Pathogenic microorganisms; Metagenomics; Management Plan; Tourism.

1. INTRODUGAO

As cavernas podem ser consideradas como
ambientes  oligotroficos  extremos e  que
proporcionam  nichos  ecoldgicos  altamente
especializados para uma consideravel variedade de
microrganismos (Engel, 2007), dentre eles, fungos
filamentosos, devido a alta umidade destes locais e
temperaturas ideais. Da mesma forma, bactérias
heterotroficas e as denominadas autotréficas que
utilizam exclusivamente o CO, como fonte de
carbono ou oxidam substancias minerais como Unica
fonte de energia para o seu desenvolvimento, sdo
comunidades que tém sido descritas nestes
ambientes (Northup & Lavoie, 2001; Novakova,
2009; Jurado et al., 2010).

Desde o surgimento do Sequenciamento de
Nova Geracdo (NGS), o montante genético presente
no ambiente pdde ser sequenciado e avaliado,
proporcionando um volume de dados conhecido
como metagendmica, contribuido para ampliar
dados no que se refere a descricdo da comunidade
microbiana, além de possibilitar inferéncias sobre a
sua diversidade funcional, por meio da identificacdo
de genes funcionais previamente descritos (Thomas
et al., 2012; Barton et al. 2007,2014; Ortiz et al.,
2012). Atualmente, sdo utilizadas duas principais
abordagens, a metagendémica conhecida como
“shotgun”, onde o DNA total extraido de uma
comunidade microbiana é totalmente fragmentado e
sequenciado e ferramentas de bioinformatica sdo
utilizadas para as andlises visando identificar
principalmente 0s genes e suas respectivas funcdes
(SHARPTON, 2014) e a abordagem conhecida
como Metagenomica “tag” que utiliza o
sequenciamento de uma regido especifica e
conservada de um determinado gene e tem sido
muito utilizada para estabelecer inferéncias sobre
comunidades microbianas. O exemplo mais comum
do uso deste modelo é o baseado em andlise total ou
parcial da sequéncia do DNAr (DNA ribossomal)
usando as regides 16S para bactérias e 18S e regides
Inter espacadoras (ITS) do gene ribossomal no caso
de fungos e outros organismos eucariontes
(SHARPTON, 2014). A partir do sequenciamento
parcial do gene DNAr é possivel desvendar o
potencial taxonémico e a abundancia relativa
presente em qualquer amostra ambiental (Pace et al.,
1986), sem necessidade de representantes
cultivados. Além disso, a presenca de regido
conservada e de regides hipervaridveis permitem a
realizacdo de analises de ordem filogenética e

evolutiva (ChakravortyHAKRAVORTY et al,,
2007).

Neste contexto, este estudo objetivou o uso de
metagendmica, a fim de contribuir com o
conhecimento sobre a biodiversidade microbiana em
ambientes subterréneos, nas grutas do Lago Azul e
N.S. Aparecida, como subsidio ao planejamento do
uso puablico na unidade de conservacdo, O
Monumento Natural da Gruta do Lago Azul, situado
em Bonito/MS.

Outras cavernas brasileiras foram objeto de
estudos similares (SESSEGOLO et al., 2004; 2007 a
e b), visando subsidiar o manejo, tais como Gruta do
Maroaga e Gruta do Batismo/AM; Gruta do
Bacaetava/PR, Gruta do Lago Azul/ MT, entre
outras, com metodologias diferentes, poréem visando
0 mesmo objetivo.

2. METODOLOGIA

Para a confeccdo do banco de metagenoma
foram coletadas amostras de diferentes substratos da
Gruta do Lago Azul (GLA) e da Gruta Nossa
Senhora Aparecida (GNSA), sendo de sedimentos,
matéria organica e guano, totalizando 15 amostras,
de diferentes zonas de iluminacdo e profundidade
em cada gruta (meio externo, zona de entrada,
penumbra e afotica) conforme a Figura 1. Todas as
amostras foram submetidas a extracdo de DNA total
pelo kit de extracdo E.Z.N.A.® Soil DNA Kit
(Omega Bio-tek), seguindo instru¢des do fabricante,
identificadas e armazenadas no centro de Colecdes
Microbioldgicas da Rede Taxonline
CMRP/Taxonline.

GRUTA NOSSA
SENHORA APARECIDA
(MS-03)

Bonito - NS

Figura 1. Local de amostragem e Pontos de coletas nas
grutas Gruta do Lago Azul (GLA) e Gruta Nossa Senhora
Aparecida (GNSA).

A construcdo das bibliotecas foi realizada a
partir do sequenciamento do gene 16S para bactérias
e das regides interespacadoras (ITS) do gene que
codifica o RNA ribossomal para fungos, anelados ao
indexador Illumina Nextera, para sequenciamento
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na plataforma MiSeq da lllumina Inc. seguindo as
recomendacdes do fabricante.

As sequéncias foram analisadas utilizando o
programa Qiime2 (v.2017.6.0), seguindo o pipeline
Casava 1.8 paired-end demultiplexed fastq e o
“Atacama soil microbiome tutorial”. A classifica¢do
taxonémica foi feita utilizando o feature-classifier
classify-sklearn (Pedregosa, F. et al. 2011), que
utiliza VSEARCH global alignment, e o banco
UNITE v8.2020 foi utilizado para a classificagéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Diversidade fungica

Na diversidade taxonémica presente e
estabelecida entre as zonas de luminosidade de cada
caverna, os filos de importancia médica encontrados
foram  (considerando a abundancia >1%),
Ascomycota, representando uma média de 64,538%
do total de OTUs, com a abundancia variando entre
67,33% na caverna GNSA e 61,33% na caverna
GLA, e Murcoromycota representando 0,45% do
total de OTUs (Figura 2).

Ascomycota é o filo que compreende fungos
com hifas septadas e algumas leveduras, com cerca
de 32.300 espécies, com algumas espécies
associadas a infeccdo sistémica, subcuténea,
cutanea, superficial ou oportunista (de Hoog GS,
2019). As infecgdes fungicas sistémicas sé&o
profundas e ndo sdo restritas a nenhuma regido
particular, mas podem afetar varios tecidos e 6rgaos,
e geralmente sdo causadas pela inalacdo de esporos
suspensos dos fungos que vivem no solo, iniciando
no pulmédo e se difundindo aos outros tecidos do
organismo.

& qWZ%'v@«s»\@ @e &
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Flgura 2. Frequenua relatlva de filos do reino fungi por
amostras procedentes da Gruta do Lago Azul (GLA) e Gruta

Nossa Senhora Aparecida (GNSA). GLA (1 a 7): 1-GZA_P4 (amostra
de guano coletado no ponto 4 da zona afética); 2-MZE (amostra de matéria
organica da zona de entrada); 3-MZE_P2 (amostra de matéria organica do
ponto de coleta 2 da zona de penumbra); 4-SbIZP_P3 (amostra de sedimentos
da beira do lago azul, zona de penumbra ponto 3); 5-SZA (amostra de
sedimentos da zona afética); 6-SZE (amostra de sedimentos da zona de
entrada); 7-SZP (sedimentos da zona de penumbra); NSA (8 a 15): 8-CSExt
(amostra controle de sedimentos da zona externa); 9-G(h)ZP (amostra de guano
da zona de penumbra); 10-GZA_P2 (amostra de guano da zona afética ponto
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2); 11-MZE_P3 (amostra de matéria organica da zona de penumbra, ponto 3);
12-MZP_P1 (amostra de matéria organica da zona penumbra, ponto 1); 13-SZP
(amostra de sedimentos da zona de penumbra); 14-SZA (amostra de
sedimentos, zona afética), 15-SZP_P3 (amostra de sedimentos, zona de
penumbra, ponto 3).

A GNSA apresentou 437 OTUs e a de GLA
464 OTUs. Avaliando todas as OTUs a nivel de
género e espécie com relevancia de risco
microbiol6gico, foram encontradas as espécies
apresentadas na Tabela 1, com destaque para 0s
fungos da ordem Mucorales encontrado em uma
frequéncia de 3,21% na GNSA e 3,1% na GLA e da
familia Ajellomycetaceae, com frequéncia de
2.242% em guano da zona afética da GLA e 1.902%
em sedimentos da zona de penumbra da GLA, e
2,845% em sedimentos da zona de penumbra da
GNSA.
Tabela 1. Heat map de fungos de importancia médica encontrados

por ponto de coleta na Gruta do Lago Azul e Gruta Nossa Senhora
Aparecida — Mato Grosso do Sul/ Brasil.

Zonas de profundidade (%)

Espécie Gruta
SEx SE ME SP GP ShP. GA
- NSA 03 03
Absidia anomala GLA -
A. koreana GLA 01
. NSA 04 17
Acremonium furcatum GLA o5 VY
Aspergillus flavipes NSA 02
Candida glabrata NSA 04
. NSA 33
C. parapsilosis GLA "
Chrysosporium lobatum NSA 02
L. NSA 03
C. mephiticum GLA 0
C. minutisporosum NSA 47 0.4
. NSA 03
. |
C. queenslandicum GLA " -
Cladosporium NSA 02 32
cladosporioides GLA 06 02 14 15
Cunninghamella phaeospora GLA 0.1
. GLA 19 22
Ajellomycetaceae NSA i
Exophiala brunnea NSA 0.2
Kodamaea ohmeri GLA 2.7
Mucor minutus GLA 04

Legenda: SEx = Sedimento, zona externa; SE = Sedimento, zona de
entrada; ME = Matéria organica, zona de entrada; SP = Sedimento, zona
de penumbra; GP = Guano, zona de penumbra; ShP = Sedimento beira
do lago, zona de penumbra; GA = Guano, zona afética.

Considerando o total de unidades
taxondmicas encontradas (1013), verificou se uma
grande diversidade flngica entres as cavernas
analisadas, sendo somente 79 unidades taxonémicas
compartilhadas entre elas, onde a GNSA possui 437
OTUs e a GLA 464 OTUs. A zona externa
compartilha sua diversidade fangica com a zona de
entrada (duas OTUs) e penumbra (cinco OTUS),
sendo essas: uma a nivel de ordem Chaetothyriales,
e espécies dos géneros Penicillium spp.,
Chrysosporium spp. e Pleopassalora acaciae).
Somente duas OTUs (Cladosporium
cladosporioides e Virgaria nigra) foram
compartilhadas com a zona afética, passando antes
pela zona de penumbra, demonstrando uma cadeia
de compartilhamento de acordo com a zona de
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luminosidade e profundidade. Nenhuma OTU foi
compartilhada entre todas as zonas. Das 79 OTUs
compartilnadas entre as duas cavernas (NSA e
GLA) o0s principais OTUs presentes séo
Apiotrichum laibachii (18%), Volatilis patellis
(7%), Trichoderma (6%), dentre outros.

3.2 Diversidade bacteriana

Quanto a diversidade bacteriana presente e
estabelecida entre as zonas de luminosidade de cada
caverna, os principais filos encontrados foram
(considerando a abundancia >1%): Proteobacteria,
representado uma média de 37,98% do total de
OTUs, com a abundancia variando entre 40,4% na
GNSA e 35225% na GLA, e Actinobacteria,
representando uma média de 28,46% do total de

OTUs, Figura 3.

I _Bacteria;P_Proteobacteria

I K_Bacteria;P_Actinobacteria
K_Bacteria;P_Bacteroidetes
K_Bacteria;P_
K Bacteria;P Acidobacteria
K_Bacteria;P_
K_Bacteria;P_Gemmatimonadetes

I «_Bacteria;P_Fimicutes

I « Bacteria:p Chloroflexi

B «_sacteria;P_Nitrospirae

B « Bacteria:P GAL1S
K_Bacteria;P_Planctomycetes
K_Bacteria;P_TM7
K_Bacteria;P_Verrucomicrobia
K Bacteria; OD1
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9’ I‘
“
I K_Bacteria;P_[Thermi]
- K_Bacteria;P_Clamydiae
- —-II.-
12 3 4

- K_Bacteria;P_Armatimonadetes
- K_Bacteria;P_Euryarchaeota
K_Bacteria;P_WS3
K_Bacteria;P_[Parvarchaeota]
K_Bacteria;P_Chlorobi
5 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15 K Bacteria:P WS2
Figura 3. Frequéncia relativa de OTUs por amostras
analisadas na Gruta do Lago Azul (GLA) e na Gruta Nossa
Senhora Aparecida (GNSA): 1 = GLA (sedimentos da beira do lago,
zona de penumbra ponto 3); 2 = GLA (amostra de guano, zona afética ponto 4);
3 = GNSA (amostra de matéria organica, zona de penumbra ponto de coleta 2);
4 = GNSA (amostra de guano, zona de penumbra); 5 = GLA (amostra de
matéria organica, zona de entrada ponto 2); 6 = GLA (amostra de matéria
organica, zona de entrada); 7 = GNSA (amostra de matéria organica, zona de
entrada ponto 3); 8 = GNSA (amostra de matéria organica, zona de penumbra
ponto 1); 9 = GNSA (amostra controle de matéria organica, zona externa); 10 =
GLA (amostra de sedimentos, zona afética); 11 = GLA (amostra de sedimentos,
zona de entrada); 12 = GLA (amostra de sedimentos, zona de penumbra); 13 =
GNSA (amostra de sedimentos, zona afética); 14 = GNSA (amostra de
sedimentos, zona de penumbra ponto 3), 15 = GNSA (amostra de sedimentos,
zona de penumbra).

i § ¥ i 3 ¥
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O filo Proteobacteria inclui a maioria das
bactérias  gram-negativas de maior  grupo
taxondmico bacteriano e sdo separadas em cinco
classes: alfa-proteobactérias, beta-proteobactérias,
gama-proteobactérias,  delta-proteobactérias e
epsilon-proteobactérias. O filo Actinobacteria é
detentor das bactérias gram-positivas e diversos
géneros patogénicos importantes sdo encontrados
neste filo (Rizzatti et al., 2017).

Avaliando todas as OTUs a nivel de género
e espécie com relevancia de risco microbiol6gico
encontramos as espécies da Tabela 2, com destaque
para as bactérias Coxiella burnetii, Elizabethkingia
sp., Bordetella holmesii, Aeromonas sp. e

Pseudomonas sp. A Coxiella burnetii esta presente
nas duas cavernas estudadas na GLA em uma
frequéncia relativa de 0,46% em sedimentos da
GLA na zona de entrada e em 0,102% em
sedimentos da zona afdtica da GNSA.

Tabela 2. Heat map de bactérias de importancia médica

encontradas por ponto de coleta na Gruta do Lago Azul e na Gruta
Nossa Senhora Aparecida — Mato Grosso do Sul/ Brasil.

Zonas de profundidade (%)

Espécie Gruta e VP oy P SA
Coxiella burnetii GNSA 0.11
GLA 0.43
Elizabethkingia sp. GNSA 1.14
GLA 2.05
Bordetella holmesii GNSA 0.54
Aeromonas sp. GNSA 5.41
Pseudomonas sp. GNSA . 123
GLA 0.65 3.01

Legenda: SE = Sedimento, zona de entrada; MP = Matéria organica,
zona de Penumbra; SP = Sedimento, zona de penumbra; GP = Guano,
zona de penumbra; SA = Sedimento, zona afética.

A C. burnetti € uma bactéria de alto risco,
transmissivel pelo ar e possui a menor dose
infecciosa bacteriana conhecida (Dragan, A.L. &
Voth, D.E., 2019), e foi encontrada nas duas
cavernas, ressaltando a importancia de estudos de
investigagdo ~ microbiolégica  nas  cavernas
brasileiras.

Os resultados indicam a importancia de se
estabelecer medidas de seguranga bioldgica
diferenciada para visitagdo. As medidas de
seguranca bioldgica vao desde o uso de mascara
(N92) para turistas visitantes até EPIs completos e
quando possivel a vacinagdo para o0s guias turisticos
e pesquisadores sujeitos a um maior tempo de
exposicéo.

Esses resultados foram considerados, junto
com os obtidos nos demais meios, na determinacdo
do zoneamento das cavernas e nas regras para 0 uso
publico, visando ampliar a seguranga do visitante,
bem como reduzir os riscos e 0s impactos
ambientais decorrentes (GEEP-Acungui, 2021).

4. CONCLUSOES

Neste estudo, observou-se uma grande
diversidade entre as duas grutas analisadas no
estado do Mato Grosso do Sul, observando um
compartilhamento em torno de 5,84% considerando
o total de abundéncia das unidades taxonémicas
acessada, com 7,72% das espécies flungicas (79
OTUs) e 3,41% das bacterianas (27 OTUs),
demonstrando a grande riqueza e especificidades
destes ambientes, com uma ecologia Gnica mesmo
diante de sua proximidade geografica. Entretanto, as
analises revelaram a presenca de alguns fungos
considerados patdgenos primarios de hospedeiros
humanos, capazes de induzir infeccdo através da
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inalacdo dos seus propéagulos, encontrados em
amostras de sedimento, matéria organica e guano,
principalmente nas zonas de penumbra e afética nas
duas cavernas investigadas. Da mesma forma, entre
0s géneros bacterianos, destaca-se a identificacdo da
espécie Coxiella burnetti, uma bactéria de alto risco
e transmissivel pelo ar, presente em amostras de
sedimentos coletados nas zonas de penumbra e
afotica respectivamente. A qual também foi
encontrada em ambas as grutas investigadas, sendo
gue na GLA foi encontrada em sedimentos na zona
de entrada (0,46%), enquanto na GNSA foi
detectada em sedimento da zona afética (0,102%).
Estes resultados sugerem um fluxo de contaminagéo
externa vinculado pela circulagdo de animais,

visitantes, inseridas nas normas e no manejo do
MNGLA (GEEP-Acgungui, 2021).

Como em outros estudos microbiolégicos
similares efetuados visando o manejo das cavidades,
0 conhecimento dos microorganismos associados a
esses ambientes, apoiaram a definicdo do uso
publico, do zoneamento e das normas de uso do
patrimdnio  espeleolégico envolvido.  Aspectos
essenciais para a protecdo do meio cavernicola e
para garantia da seguranca dos visitantes
(SESSEGOLO et al, 2004; 2007 a e b).

5. AGRADECIMENTOS
Ao IMASUL e ao GEEP-Acungui pela

escoamento de &gua e sedimentos para o interior da
caverna. Estes aspectos somente poderdo ser
confirmados através de um estudo amostral maior e
ao longo de um periodo no minimo anual.

Os resultados obtidos subsidiaram decisdes
relativas ao manejo e zoneamento das cavidades,
bem como determinaram as medidas de protecdo aos

oportunidade de desenvolvimento do trabalho. A
Livia Cordeiro pelo auxilio nas atividades de coleta
bioldgica e ao CMRP/Taxonline
(https://www.cmrp-taxonline.com/) pela
colaboragéo nas analises de metagendmica.
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