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Resumo

As comunidades microbianas que habitam cavernas sdo pouco conhecidas, principalmente em estudos com
técnicas moleculares no sedimento e na agua de gotejamento. Dentre 0s microrganismos que podem habitar
cavernas, as Actinomycetales sdo uma ordem de Bactérias da Divisdo Actinobacteria com grande
versatilidade metabdlica o que pode indicar a presenca desse grupo no ambiente pouco conhecido e isolado
da caverna. Assim, esse trabalho teve como objetivo comparar a diversidade de Actinomycetales em
amostras de sedimento e &4gua de gotejamento de duas cavernas utilizando a técnica de DGGE (Eletroforese
em Gel Com Gradiente Desnaturante). O DGGE gerou diferentes perfis para as comunidades microbianas do
sedimento e da &gua de gotejamento. A comparagdo desses perfis por meio de métodos de anélise
multivariada separou as amostras por caverna, exceto as de agua de gotejamento e de sedimento saturado
com agua de gotejamento que agruparam independente da caverna. Dessa forma, a comunidade microbiana
do sedimento pode sofrer influéncia da comunidade da &gua de gotejamento e a mudanga da caverna
influencia a comunidade do sedimento, porém néo parece influenciar a da dgua de gotejamento.

Palavras-Chave: Cavernas; DGGE; Microrganismos.

Abstract

Microbial communities that inhabit caves are little known, especially in studies using molecular techniques
in the sediment and drip water. Among microorganisms that can inhabit caves, the order Actinomycetales,
members of the bacterial division Actinobacteria, present great metabolic versatility. that could indicate the
presence of this group in isolated and little known cave environment. This work aimed to compare the
Actinomycetales diversity among sediment and drip water samples from two caves using DGGE (Denaturing
Gel Gradient Electrophoresis). DGGE generates different profiles among microbial communities from
sediment and drip water. Profiles comparisons using multivariate analysis separate samples from cave,
except dripping water and sediment saturated with dripping water samples that clustered unattached of the
cave. Thus, microbial community from sediment is susceptible to be influenced by drip water community and
the change of the cave influence the microbial community from sediment, but does not influence the drip
water community.

Key-words: Cave; DGGE; Microorganisms.

1. INTRODUCAO alimentar composta por artropodes e peixes que se
alimentam  direta ou indiretamente  dos
microrganismos de comunidades quimioautotroficas
(HOSE & PISAROWICZ, 1999). Porém o
conhecimento sobre microrganismos em cavernas €
restrito a algumas cavernas e tipos de amostras,
tendo poucas informagbes na literatura sobre
biogeoquimica desses microrganismos (BARTON
& LUISZNER, 2005; BARTON et al., 2007; CHEN
et al., 2009).

As cavernas propiciam um ambiente isolado
para 0s microrganismos, afético, comumente com
baixos niveis de matéria organica e uma temperatura
relativamente constante (Barton & Northup 2007,
Barton & Jurado, 2007; Pouson & White, 1969).
Nesse ambiente ha um predominio de comunidades
microbianas baseadas na quimiolitotrofia com
intensas interacdes ecoldgicas para sobreviverem em
um ambiente oligotréfico (BARTON & JURADO,
2007). Podendo sustentar uma complexa teia
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A Divisdo Actinobacteria é formada por
bactérias Gram positivas com grande versatilidade
metabdlica e amplamente distribuida no mundo
(Williams et al., 1984). Dentro dessa Divisdo
destaca-se a ordem Actinomycetes, grupo muito
prospectado devido ao seu potencial biotecnolégico.
Atualmente esse grupo é uma das principais fontes
de biomoléculas para a industria e medicina. Essa
ordem tem sido avaliada com grande potencial para
se obter antimicrobianos em cavernas (CHEEPTAM
et al., 2013) e com potencial participacdo em ciclos
biogeoquimicos na caverna e na formacdo e
degradacdo de espeleotemas (GROTH & SAIlZ-
JIMENEZ, 1999; GROTH et al., 1999; CUEZVA et
al., 2012).

Estudos de diversidade microbiana utilizando
técnicas dependentes de cultivo tem varias
limitacGes devido ao baixo numero de espécies de
microrganismos isolados em meios de cultivo
tradicionais, inferior a 5% (Amann et al., 1995). A
DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente
Desnaturante) é uma técnica independente de
cultivo que permite a comparagdo de comunidades
microbianas em diferentes amostras por meio da na
migragdo diferencial de fragmentos de DNA de
mesmo tamanho amplificado por PCR (Reagdo de
Polimerase em Cadeia) com um grampo GC
acoplado em um dos primers (Muyzer et al., 1993).
A migragdo ocorre em gel de poliacrilamida com
gradiente dos agentes desnaturantes do DNA (uréia
e formamida) sendo a variagdo da migracao
dependente do gradiente utilizado e do contedo de
guanina e citosina de cada fragmento de DNA
(MUYZER et al., 1993; MUYZER & SMALLA,
1998). Essa é uma técnica muito utilizada na analise
e comparacdo da diversidade microbiana, incluindo
cavernas (PORTILLO et al., 2008; 2009a; 2009b;
2009c; SCHABEREITER-GURTNER et al., 2002).

O presente trabalho teve como objetivo
comparar a diversidade de Actinomycetales em
amostras de sedimento e &gua de gotejamento de
duas cavernas utilizando a técnica de DGGE.

2. METODOLOGIA

Quatro amostras de sedimento foram coletas
na Gruta do Bom Pastor (GBP, 10°39'05.99" S e
37°55'26.87"0) e Furna do Fim do Morro do
Parafuso (FFMP, 10°38°25.89°’S ¢ 37°52'04.13"0)
localizadas no municipio de Paripiranga-BA (Figura
1). Duas amostras de sedimento na penultima
camara (GBP2 e FFMP2) e duas na ultima camara
(GBP3 e FFMP3) das cavidades citadas. Cada
amostra foi coletada a partir de amostragem

composta de sedimento em cinco pontos de coleta
com distancia de 2 m entre 0s pontos obtendo um
total aproximado de 200 g de amostra. Na ultima
camara da GBP e na penultima camara da FFMP
foram coletadas 100 mL de agua de gotejamento
(identificada com o nimero 1). Ao sair das grutas,
as amostras de sedimento e 4gua de gotejamento
foram acondicionadas em isopor com gelo seco até
ao laboratorio.
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Figura 1 — Mapa da Bahia com localizagcdo do municipio
de Paripiranga-BA destacado em vermelho.

O DNA de cada amostra foi extraido com o
PowerSoil® DNA Isolation Kit (MoBio) de acordo
com protocolo do fabricante e, posteriormente, foi
guantificado em espectrofotdmetro.

A andlise da comunidade de Actinomycetales
foi realizada por meio de PCR-DGGE onde,
primeiro, 50 ng do DNA foi utilizado para a
primeira reagdo de PCR com os primers F243 (5’-
GGA TGA GCC CGC GGC CTA-3") e R1358 (5'-
CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG-3"
(Heuer et al., 1997) e posteriormente uma aliquota
dessa reacdo foi utilizada para uma segunda PCR
com primers F984 (5'-AAC GCG AAG AAC CTT
AC-3) e R1358 (Heuer et al., 1997) com um
grampo GC (5'-CGC CCG GGG CGC GCC CCG
GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G-3)
(Muyzer et al., 1993) na extremidade 5° do primer
F984. As condicbes de PCR e concentragfes foram
as mesmas nas duas reacBes. O DNA foi
amplificado com 0.2 mM de cada primer, 0.2 mM
de dNTP, 0.03 U/uL de Taqg DNA polymerase
(Promega), 50 ng de DNA, 3 mM de MgCl, e 1X de
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tampéo. E as condi¢fes da PCR foram: 94°C por 5
min seguido de 35 ciclos a 94°C por 60 s, 60°C por
90 s e 72°C por 60 s; a extensdo final foi a 72°C for
5 min.

O DGGE foi feito em gel com 8% de
acrilamida:bisacrilamida (37,5:1) com gradiente
desnaturante de 30 a 60%. A corrida foi realizada
em tampdo TAE 1X (40 mM/L de tris base, 20
mM/L de acetato de s6dio e 1 mM/L de EDTA pH
8,0) a temperatura constante de 60°C e a voltagem
constante de 70 V por 16 horas. O gel foi corado
com nitrato de prata e digitalizado em scanner. Foi
criada manualmente uma matriz binaria de dados de
presenca e auséncia de bandas utilizada na Analise
de Componentes Principais (PCA).

3. DISCUSSAO E RESULTADOS

A PCR-DGGE para a ordem Actinomycetales
foi possivel apenas com a realizacdo do Nested —
PCR onde no primeiro PCR foi utilizado um primer
especifico para essa ordem (F243) e o segundo PCR
foi realizado com primers universais para bactérias

com o grampo GC. Essa é uma técnica independente
de cultivo que permite acessar, potencialmente,
todas as Actinomycetales presentes na amostra e
assim ndo se restringe apenas aos membros
cultivaveis em um determinado meio de cultura,
tendo uma visdo mais ampla da comunidade
microbiana.

Os perfis visualizados na figura 2A mostram
a comunidade de Actinomycetales em cada amostra,
onde cada banda representa uma Unidade
Taxondmica Operacional (OTU). Nesse aspecto fica
visivel a semelhanca entre as duas amostras de agua
de gotejamento que compartilham 4 OTUs entre si.
Na figura 2B é mostrada a Analise de Componentes
Principais (PCA) baseada na matriz de dados de
presenca e auséncia de bandas do gel de DGGE.
Nela observa-se que o os perfis de DGGE das
amostras de &gua de gotejamento (GBP1 e FFMP1)
e da amostra GBP3 agruparam indicando
similaridade entre elas, 0 mesmo sendo observado
para as amostras de sedimento da FFMP (FFMP2 e
FFMP3). Enquanto a GBP2 foi a amostra que
apresentou menor similaridade com as demais.
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Figura 2 — Perfil de DGGE (A) e analise de componentes principais (B) das amostras de sedimento (2 e 3) e de agua de
gotejamento (1) da Furna do Fim do Morro do Parafuso (FFMP) e da Gruta do Bom Pastor (GBP).

GBP3 foi a Unica amostra de sedimento que
estava saturada com agua de gotejamento e no perfil
de DGGE e PCA (Figura 2) observa-se a maior
similaridade  entre as  comunidades  de
Actinomycetales dessa amostra com as de agua de

gotejamento (GBP1 e FFMP1). A influéncia da dgua
de gotejamento na comunidade de GBP3 pode ser
explicada pelo transporte de matéria orgéanica
principalmente  hidrocarbonetos resultantes da
degradacdo da lignina de plantas da superficie e
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lipideos (SAIZ-JIMENEZ & HERMOSIN, 1999; LI
et al., 2011) que geralmente ocorre por percolacdo,
e, também, pelo sedimento poder agir como
reservatorio de microrganismos (ADETUTU et al.,
2012) que podem ter sido transportados de
espeleotemas para o sedimento. Hidrocarbonetos
oriundos da degradacdo da lignina e lipideos, apesar
de ndo serem metabolizados por todos o0s
microrganismos, podem indicar uma comunidade
microbiana que utiliza prioritariamente  esses
compostos como fonte de matéria orgénica, sendo,
portanto, predominantemente heterotréfica, e que
apresenta potencial para descoberta de novas lipases
e microrganismos capazes de degradar compostos
aromaticos, que é um dos principais subprodutos da
degradacdo da lignina e que foi observado no
interior da caverna de Altamira, Espanha (SAIZ-
JIMENEZ & HERMOSIN, 1999).

A variacdo entre a comunidade microbiana da
adgua de gotejamento (FFMP1 GBPl) e do
sedimento (FFMP2, FFMP3 e GBP2) pode indicar
uma alteracdo entre comunidade microbiana
predominantemente  heterotr6fica para uma
comunidade predominantemente gquimioautotrofica.
Essas variacbes também podem demonstrar que
cavernas podem ter VvArios microambientes
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4. CONCLUSOES
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