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ABSTRACT 
Le grotte carsiche sono ambienti oligotrofici, caratterizzati da temperatura ed 
elevata umidità costanti durante l’anno e dalla totale assenza di luce solare. I batteri 
presenti nelle grotte carsiche hanno un ruolo cruciale nell’analisi dei cicli 
biogeochimici di questi ambienti. Nell’articolo esaminato sono stati coltivati e 
isolati 3’562 ceppi batterici, raccolti in due grotte nella provincia cinese di Guizhou, 
appartenenti a 329 specie, di cui 14 descritte per la prima volta in questo articolo, 
che comprendono azotofissatori e alcano-ossidanti. L’analisi ha mostrato che il 
phylum più rappresentato è quello dei Proteobacteria, che racchiude batteri Gram-
negativi con svariati metabolismi differenti: chemiolitoautotrofi, azotofissatori, 
fotoautotrofi e solfuro-ossidanti. Un altro phylum significativo è quello degli 
Actinobacteria, che comprende batteri Gram-positivi alcuni dei quali capaci di 
fissare l’azoto. Le analisi genomiche svolte sono state usate, insieme a dati 
metagenomici di studi precedenti, per indagare i metabolismi coinvolti, in 
particolare, nei cicli biogeochimici di carbonio, azoto e zolfo negli ecosistemi 
ipogei. La maggior parte dei batteri che vivono in grotta contengono i geni per la 
sintesi e degradazione di alcuni composti aromatici coinvolti nel pathway del β-
chetoadipato. Si è indagata in dettaglio la funzionalità dell’enzima 3-oxoadipato-
CoA transferasi in alcuni ceppi batterici. 
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STATO DELL’ARTE 
Le grotte carsiche sono ambienti sotterranei scavati principalmente dalla 
corrosione, operata dall’acqua, di rocce carbonatiche come gesso, calcare e 
dolomia. Questi ambienti sono caratterizzati da temperature costanti tutto l’anno, 
elevata umidità e dalla totale assenza di luce. Molte grotte carsiche sono ambienti 
oligotrofici in cui sono presenti poche sostanze organiche che arrivano 
principalmente dall’esterno, trasportate da flussi d’aria (come i pollini), dall’acqua 
di stillicidio o da fiumi sotterranei. Nonostante queste caratteristiche, le grotte sono 
popolate da svariati organismi che si sono adattati alla vita in queste condizioni. È 
stato proposto che il microbioma contenuto nelle grotte carsiche fornisca la spinta 
per l’evoluzione e i cicli biogeochimici delle grotte. Questo perché i batteri 
dominano la produzione primaria e alimentano tali cicli mettendo in movimento gli 
elementi (Engel, 2010). 

Nelle grotte si trovano sia microrganismi eterotrofi, che ottengono energia da fonti 
di carbonio organico, sia microrganismi autotrofi ossia che riescono a convertire il 
carbonio inorganico in carbonio organico per il loro sostentamento. Non essendo 
disponibile luce per i processi fotosintetici, i batteri autotrofi, nelle grotte, utilizzano 
l’energia fornita da reazioni chimiche di vario tipo, sono perciò classificati come 
chemioautotrofi o chemiolitoautotrofi (Engel, 2019). 

Un esempio è il batterio acidofilo Acidithiobacillus thiooxidans, anche conosciuto 
come Thiobacillus thiooxidans, che forma particolari colonie dette “mucoliti” (in 
inglese snottites) in grotte con acque sulfuree, come nel complesso Grotta Grande 
del Vento - Grotta del Fiume nella valle di Frasassi (AN). Le colonie di questi 
batteri si formano in corrispondenza di pareti calcaree direttamente esposte a vapori 
di acido solfidrico (H2S). Questi batteri sviluppano un glicocalice gelatinoso che 
per gravità tende a far assumere alla colonia una forma simile a una stalattite. Per 
via della produzione di acido solforico (H2SO4) come prodotto di scarto del loro 
metabolismo, le colonie possono assumere un pH a volte inferiore ad 1. Questo 
batterio utilizza, infatti, l’ossidazione dello ione solfuro a solfato per fissare 
l’anidride carbonica presente nell’aria contribuendo al ciclo biogeochimico dello 
zolfo. Secondo diversi studi la presenza di questo tipo di batteri ha due diverse 
conseguenze: la produzione di sostanza organica per chemiosintesi, che alimenta 
l’ecologia di questi complessi carsici, e la liberazione di acido solforico che 
alimenta la speleogenesi con la formazione di gesso (Galdenzi et al., 2000). 

Il ciclo dell’azoto risulta essere uno dei più importanti cicli biogeochimici sulla 
Terra. Questo coinvolge pathways diversi come la fissazione dell’azoto, la 
nitrificazione, l’assimilazione di nitrati e ammoniaca, la riduzione dissimilatoria da 
nitrati ad ammoniaca (DNRA), l’ossidazione anaerobica dell’ammoniaca, 
l’ossidazione completa dell’ammoniaca e la denitrificazione. (Martínez-Espinosa, 
2020). L’azoto può entrare nelle grotte in diversi modi. Oltre all’azoto atmosferico 
(N2) presente naturalmente nell’aria, altre forme, come nitriti, nitrati o ammoniaca, 
possono essere trasportate dall’acqua di stillicidio che percola dalla superficie. 
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Nelle grotte, si è riscontrata la presenza di batteri implicati in tutto il ciclo dell’azoto 
che riescono a sfruttare tutti i sali inorganici di questo elemento. Il guano di 
pipistrello rappresenta una ulteriore fonte di composti organici, contenenti azoto e 
carbonio, che aiuta ad alimentare l’ecologia degli ambienti sotterranei. Le cavità 
maggiormente frequentate da questi piccoli mammiferi tendono ad essere, per 
questo motivo, più ricche di nutrienti e di vita (Engel, 2010). 

Il ciclo del carbonio risulta essere strettamente intrecciato con gli altri cicli. La 
dissoluzione di rocce carbonatiche provoca il rilascio di ioni carbonato, così da 
renderli disponibili per organismi in grado di fissarli. Questo processo può essere 
svolto non solo dall’acqua, ma anche da scarti acidi del metabolismo di alcune 
specie batteriche. Anche la precipitazione del carbonato sotto forma di calcite può 
essere facilitata da alcuni microrganismi come dimostrano numerosi studi (Engel et 
al., 2008). Nelle grotte esistono diversi tipi di batteri chemioautotrofi, capaci di 
fissare il carbonio grazie a reazioni diverse. Alcuni, come il sopracitato 
Thiobacillus thiooxidans, sfruttano l’ossidazione dello zolfo, altri si avvalgono 
dell’ossidazione di composti azotati come i batteri del genere Nitrosomonas. Un 
altro interessante esempio sono i batteri metano-ossidanti trovati, in particolare, 
nella grotta di Movile in Romania. La grotta scavata nel calcare ha al suo interno 
aria molto povera di ossigeno e ricca di metano (1-2%) per via del lungo tempo in 
cui è stata isolata dalla superficie. Qui si sono evoluti batteri aerobi chemioautotrofi 
capaci di sfruttare il metano come unica fonte di carbonio grazie all’enzima metano 
monoossigenasi, che ossidando il metano a metanolo, rappresenta la prima tappa 
della fissazione del carbonio negli ecosistemi ipogei (Kumaresan et al., 2018).  

Le comunità microbiche sotterranee sono ancora oggi praticamente sconosciute. I 
nuovi progressi bioinformatici, in particolare la metagenomica, hanno permesso la 
descrizione di nuove specie in diversi ecosistemi. Le analisi metagenomiche si 
incentrano sullo studio di sequenze di DNA provenienti da diversi microrganismi 
in campioni ambientali. L’analisi dei metagenomi permette di ricercare nuove 
specie e il loro potenziale metabolico come descritto nell’articolo analizzato in 
seguito (Zhu et al., 2021). Questo tipo di analisi permette anche di comprendere le 
nicchie ecologiche batteriche. Nello studio sulla chemioautotrofia, svolto nella 
grotta di Movile, dal Professor D. Kumaresan, le analisi metagenomiche hanno 
evidenziato la presenza di batteri metilotrofi nei campioni di sedimenti raccolti 
nella profondità del lago, situato nella cavità. La presenza di questi batteri aerobi, 
data la particolare atmosfera e la scarsa concentrazione di ossigeno nell’acqua, ha 
portato alla conclusione che sul fondale del lago siano presenti piccole zone 
microaerobiche di cui prima si ignorava l’esistenza (Kumaresan et al., 2018). 
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APPROCCIO SPERIMENTALE 
Campionamento, isolamento e coltivazione 

Gli autori di questo studio hanno analizzato due grotte carsiche nella riserva 
naturale di Kuankuoshui, nella provincia di Guizhou in Cina. Le due cavità hanno 
entrambe uno sviluppo prettamente orizzontale con un solo ingresso e sono scavate 
principalmente nella calcite. La grotta 1 è caratterizzata da valori di temperatura 
intorno ai 21-22°C e l’umidità che arriva all’80%. La grotta 2 è poco più estesa 
della grotta 1 e la sua temperatura interna oscilla tra i 20 e i 23°C con un’umidità 
massima dell’85%. Le due grotte sono situate vicine tra loro e hanno caratteristiche 
geologiche e climatiche molto simili.  

Sono stati prelevati un totale di 42 campioni (20 dalla grotta 1 e 22 dalla grotta 2) 
in siti distanti almeno 100 m l’uno dall’altro, in punti posizionati a partire 
dall’ingresso fino alle parti più profonde delle due grotte. In particolare, sono stati 
prelevati 19 campioni da 10 mL di acqua in provette da centrifuga sterili; 10 
campioni da 10 g di sedimenti di cui si è scartata la parte più superficiale e 13 
campioni di roccia da varie orientazioni e riposti in buste sterili. I campioni sono 
stati conservati a 4°C fino al loro utilizzo.  

I campioni solidi sono stati messi in soluzione salina sterile (NaCl, 0,85% 
[peso/volume]) fino a raggiungere un rapporto 1:10 peso/volume e agitati per 30 
minuti a temperatura ambiente. Due millilitri di campioni di acqua sono stati diluiti 
in 18 mL di soluzione salina sterile. Tutti i campioni propriamente diluiti sono stati 
seminati in piastre di R2A medium (Reasoner’s 2A agar) in triplicato e incubate a 
30°C per 48-72 ore. Le varie colonie sono state poi prelevate e seminate 
nuovamente per confermare la purezza.  

Identificazione ed analisi filogenetica 

L’amplificazione del gene per l’rRNA 16S è stata realizzata con i primer universali 
batterici 27F e 1492R. Le cellule prelevate dalle piastre di agar sono state lisate in 
2 µL di soluzione di lisi alcalina (0,2 M NaOH, 1% SDS) per 5 min. In seguito, 
sono stati aggiunti 98 µL di acqua distillata a costituire il templato di 
amplificazione.  

Un microlitro di templato insieme a 1 µL di ogni primer sono stati aggiunti al buffer 
da PCR 1,1× Golden Star T6 Super PCR Mix (TsingKe Biotech, Beijing) per 
ottenere un volume finale di 50 µL. L’amplificazione è stata svolta nelle seguenti 
condizioni: denaturazione iniziale per 2 minuti a 94°C seguita da 30 cicli di 
amplificazione: denaturazione per 30 s a 94°C, annealing per 30 s a 55°C ed 
estensione per 1 min a 72°C; l’amplificazione finale è stata svolta a 72°C per 5 min. 
Cinque microlitri di amplificato sono stati visualizzati in elettroforesi su gel di 
agarosio all’1% con il colorante per acidi nucleici YeaRed (Yeasen Biotech, 
Shanghai).  
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L’amplificato è stato poi sequenziato con il metodo Sanger e allineato con BLAST+ 
contro il database microbico dell’rRNA16S dell’NCBI. BLAST è un algoritmo di 
allineamento che cerca regioni di similarità tra le sequenze biologiche. Il 
programma implementato nel sito “https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/” permette di 
comparare sequenze nucleotidiche o proteiche e calcolare la significatività statistica 
del loro confronto per determinare quanto più due sequenze sono simili. Le 
caratteristiche biochimiche delle nuove specie scoperte sono state determinate 
usando il kit Biolog GEN III seguendo le indicazioni della ditta produttrice. Per 
calcolare l’identità nucleotidica media (ANI) tra le nuove specie e specie affine è 
stato usato il calcolatore online fornito dal gruppo del Prof. Chun.  

Gli indici di diversità (α e β) sono stati calcolati con il software PAST, e tutte le 
analisi statistiche sono state svolte usando R nella sua versione 3.4.2 
(https://www.R-project.org/). La distribuzione normale dei dati è stata verificata 
con il test di Shapiro-Wilk. 

L’analisi delle componenti principali (PCoA) delle comunità batteriche identificate 
nei diversi substrati è stata supportata dal metodo statistico PERMANOVA 
(permutational multivariate analysis of variance) e i grafici sono stati ottenuti con 
il pacchetto R ‘ggplot2’ e ‘VennDiagram’.  

L’albero filogenetico è stato costruito usando l’algoritmo Neighbor-Joining (NJ), 
mentre la distanza genetica è stata stimata con il modello Kimura a due parametri. 
La robustezza della topologia dell’albero è stata verificata con il ricampionamento 
1’000-bootstrap.  

Sequenziamento dei genomi e annotazione funzionale 

Il DNA genomico è stato estratto utilizzando il kit di purificazione Wizard 
(Promega, USA) in accordo con le indicazioni dell'azienda produttrice. Il genoma 
è stato diviso in frammenti da 10 kb utilizzando particolari provette per centrifuga 
Covaris g-TUBE, che sfruttano la forza centrifuga per dividere il DNA genomico 
in frammenti di lunghezza prestabilita. Il DNA è stato poi purificato con AMPure 
XP beads (Beckman Coulter, USA). Con questi frammenti purificati sono state 
preparate le librerie di sequenziamento tramite il kit PacBio SMRTbell (PacBio, 
USA). Per il sequenziamento, le librerie sono state legate a specifici primer e 
combinati con la polimerasi grazie al kit PacBio DNA/polymerase (PacBio, USA). 
I campioni sono stati poi sequenziati usando la piattaforma PacBio RS II. 
L’assemblaggio è stato effettuato nella piattaforma PacBio SMRT Analysis 
versione 2.3.0, usando il protocollo ‘RS_HGAP_Assembly.2’. FinischerSC è stato 
poi usato per migliorare ulteriormente la qualità di quanto ottenuto in assemblaggio. 
Gli assemblaggi sono stati annotati seguendo la pipeline ‘NCBI Prokaryotic 
Genome Annotation’ per identificare i geni e assegnare loro una possibile 
funzione.  

Il potenziale metabolico dei genomi ottenuti è stato poi dedotto con i server di 
annotazione automatica di KEGG (KAAS) e eggNOG-mapper. La completezza di 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.r-project.org/
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ogni genoma è stata verificata con BUSCO, un software che determina la 
completezza di un assemblaggio genomico in base alla presenza di un determinato 
numero di geni ortologhi altamente conservati in singola copia nelle specie affini: 
più il numero di geni ortologhi in singola copia è vicino al totale maggiore sarà la 
completezza del genoma. Il catalogo di geni non ridondanti è stato ottenuto con 
CD-HIT.  

Analisi del gene dell’rRNA 16S e analisi metagenomiche  

Gli ampliconi del gene dell’rRNA 16S e dati metagenomici relativi ad altri 
esperimenti sono stati scaricati dagli archivi SRA dell’NCBI. Per l’analisi degli 
ampliconi dell’rRNA 16S è stato usato VSEARCH v0.9.11 per unire le sequenze 
paired-end e per il controllo qualità. I geni presenti in singola copia e i geni chimera 
sono stati rimossi. Le OTU sono state ottenute usando l’algoritmo UNOISE in 
USEARCH v11.0.667. Sono state poi filtrate le sequenze non batteriche e le OTU 
con abbondanza inferiore a 0,00001 usando QIIME v1.9.1.  

Il controllo di qualità dei dati metagenomici è stato ottenuto con KneadData v0.7.4 
(http://huttenhower.sph.harvard.edu/kneaddata). Questo programma è stato 
disegnato per svolgere il controllo qualità delle sequenze metagenomiche 
principalmente negli esperimenti sul microbiota. La ‘sliding window’, utilizzata dal 
programma come filtro, è stata fissata a 4 bp, mantenendo le impostazioni di 
default, per filtrare le basi con punteggio di qualità minore di 20. Il programma è 
stato poi impostato in modo che rimuovesse le sequenze con una lunghezza 
inferiore a 50 bp. I campioni con meno di 10’000 sequenze rimaste dopo il controllo 
qualità sono stati rimossi.  

Le sequenze ottenute sono state poi assemblate con MEGAHIT v1.2.9. Prokka 
v1.14.6 è stato utilizzato per l’annotazione dei geni, e CD-HIT v4.8.1 è stato usato 
per costruire un catalogo di geni non ridondanti. Le sequenze nucleotidiche sono 
state poi tradotte in sequenze amminoacidiche usando EMBOSS v6.6.0 e sono state 
poi annotate funzionalmente con eggNOG-mapper v2.0.1.  

Espressione, purificazione e test di attività della 3-oxoadipato-CoA 
transferasi  

Nella tabella 1 sono stati riassunti i ceppi batterici (strains), i plasmidi e i primers 
usati per l’espressione della 3-oxoadipato-CoA transferasi.  

I DNA genomici dei ceppi K2W22B-5T e K1R23-30T sono stati preparati come 
descritto precedentemente. L’amplificazione dei frammenti di DNA target è stata 
ottenuta con la DNA polimerasi Phusion high-fidelity (New England Biolabs, 
USA). I vettori plasmidici e i frammenti di DNA sono stati digeriti con gli enzimi 
di restrizione NdeI e HindIII (New England Biolabs) e uniti con la T4 DNA ligasi 
(New England Biolabs). Dopo la ligazione nel plasmide le proteine ricombinanti, 
codificate dai geni pcaI e pcaJ, hanno ottenuto rispettivamente all’ N-terminale e 
al C-terminale sei His tag.  

http://huttenhower.sph.harvard.edu/kneaddata
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Per ottenere la 3-oxoadipato-CoA transferasi dei ceppi K2W22B-5T e K1R23-30T, 
il ceppo di E. coli BL21(DE3), trasformato con i plasmidi pET-28a-k5pcaIJ e pET-
28a-30pcaIJ, è stato coltivato in brodo Luria-Bertani (LB) addizionato con 50 μg/ml 
di kanamicina a 37°C fino a che la densità cellulare (densità ottica a 600 nm 
[OD600]) ha raggiunto 0,3-0,4. L’espressione proteica è stata indotta con 3,0 mM 
di isopropil-β-D-tiogalattopiranoside (IPTG) a 16°C overnight. Le cellule sono 
state raccolte per centrifugazione e poi lisate con ultrasonicazione. La purificazione 
proteica è stata eseguita con il kit di purificazione Hisbind (Novagen, USA) come 
descritto dalla casa produttrice. Il filtro da centrifuga Amicron Ultra-15 (Merck 
Millipore, USA) è stato utilizzato per desalinizzare la soluzione e per concentrare 
la proteina. 

Il saggio della 3-oxoadipato-CoA transferasi è stato svolto come descritto da 
MacLean e colleghi (MacLean et al., 2006). La soluzione per il saggio è composta 
da 200 mM Tris-HCl (pH 8,0), 40 mM MgCl2, 10 mM 3-oxoadipato, e 0,4 mM 
succinil-CoA (Sigma-Aldrich, USA) con un volume finale di 200 μL. Una piastra 
da microtitolazione da 96 pozzetti con fondo piatto trasparente ai raggi UV 
(Corning, USA) e un lettore di piastre multimodale (PerkinElmer, USA) sono stati 
usati per seguire la produzione del 3-oxoadipil-CoA con Mg2+ a 305 nm in un range 
di temperature di 23-24°C. Il coefficiente di estinzione molare del complesso 3-
oxoadipil-CoA:Mg2+ è stato usato per calcolare l’attività dell’enzima batterico. 

 
TABELLA 1 Riassunto dei ceppi batterici, plasmidi e primers con relativa sequenza usati per l’espressione 
della 3-oxoadipato-CoA transferasi.  

 
Tratta da Zhu et al., 2021.  
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RISULTATI E DISCUSSIONE 
Identificazione e rappresentatività dei batteri delle grotte 

La coltivazione su larga scala dei diversi campioni prelevati dalle due grotte ha 
portato all’isolamento di 3’562 ceppi batterici di cui 1’408 dalla grotta 1 e 2’154 
dalla grotta 2. Dopo il sequenziamento dell’rRNA 16S e le successive analisi 
filogenetiche i batteri sono stati assegnati a 329 specie in 102 generi. Di queste, 97 
specie sono state ritrovate in entrambe le grotte. Tramite l’indice di diversità di 
Shannon è stato stabilito che la diversità tra le colture batteriche delle due grotte 
non era significativa (t-Student con P > 0,05). La composizione in specie delle due 
grotte ha mostrato che la maggior parte dei batteri isolati appartengono al phylum 
dei Proteobacteria, seguito poi dai phyla Actinobacteria e Firmicutes. I due generi 
più rappresentati sono risultati essere Brevundimonas (13,7%) e Caulobacter 
(6,3%). 

Le specie batteriche presenti nelle diverse nicchie ecologiche, acqua, rocce e 
sedimenti, sono state valutate statisticamente con l’indice di Shannon ed è stato 
dimostrato che le diverse popolazioni microbiche sono significativamente differenti 
nei tre substrati (analisi della varianza [ANOVA], F = 6,509, P < 0,01). Si è 
riscontrato che la comunità isolata dai sedimenti è quella maggiormente diversa 
rispetto a quelle nei campioni di acqua e rocce. Anche l’analisi delle componenti 
principali ha mostrato che le composizioni delle comunità sono statisticamente 
differenti. (Fig. 1). 

 
Modificata da Zhu et al., 2021. 

 

Per la ricerca di nuove specie è stato sequenziato e analizzato l’rRNA 16S di 24 
potenziali nuovi ceppi. Sfortunatamente di questi, 7 ceppi non sono riusciti a 

FIGURA 1 I box plot 
mostrano l’indice di 
Shannon dei batteri isolati 
tra le tre nicchie ecologiche. 
I diagrammi a torta 
mostrano l’abbondanza 
relativa dei phyla. Il grafico 
PCoA mostra la diversità β 
calcolata secondo la 
dissomiglianza di Bray-
Curtis mettendo in risalto de 
diverse comunità. Il 
diagramma di Venn mostra 
la distribuzione delle specie 
condivise nelle varie nicchie, 
evidenziando il numero di 
specie condivise tra i vari 
campioni. 

 



11 

 

propagarsi nella coltivazione successiva, 2 sono risultati simili al 98% ad altre 
specie già note e 2 è stato evidenziato fossero uguali tra loro. I 14 ceppi rimasti 
sono stati osservati al microscopio per studiarne il fenotipo, ne è stato sequenziato 
tutto il genoma e sono state svolte le analisi filogenetiche riassunte nella Figura 2.  

 
Modificata da Zhu et al., 2021. 

Sono state poi verificate alcune caratteristiche biochimiche delle nuove specie, in 
particolare si è ricercata quale fosse la fonte di carbonio preferita dalla microflora 
cavernicola. Si è osservato che acidi grassi a corta catena e amminoacidi vengono 
assorbiti più frequentemente dei carboidrati. Anche altre fonti di carbonio come 
glicerolo e Tween 40 sono preferiti agli zuccheri (Fig. 3a).  

È stato usato il database “Clusters of Orthologous Groups” (COG) per la 
classificazione dei geni nei genomi sequenziati. Il database ha rivelato che il più 
alto numero di geni si classifica nella macrocategoria del mantenimento e 
processamento dell'informazione genetica; in particolare nei genomi sequenziati i 
geni più abbondanti sono associati alla trascrizione (COG-K), alla traduzione 
(COG-J) e alla replicazione del DNA (COG-L). Nella categoria dei processi 
cellulari, invece, i geni più abbondanti sono risultati essere quelli legati alla 
produzione di membrane esterne, pareti cellulari e capsule. L’analisi dei geni 
associati al metabolismo ha confermato la preferenza di lipidi (COG-I) e 
amminoacidi (COG-E) come fonti di carbonio. È stato osservato che altre categorie 

FIGURA 2 Albero 
filogenetico non 
radicato, 
orientato usando 
come out-group 
Deinococcus e 
costruito sulla 
base del gene 
rRNA 16S con 
l’algoritmo 
Neighbor-Joining. 
I ceppi di nuova 
scoperta sono 
evidenziati in 
grassetto. 
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abbondanti di geni nei genomi della microflora cavernicola sono connesse alla 
produzione di energia (COG-C) e al metabolismo e trasporto degli ioni inorganici 
(COG-P). Nonostante l’abbondanza di geni con funzioni conosciute, una grande 
quantità di questi, nei nuovi batteri, sono scarsamente caratterizzati e le loro 
funzioni rimangono incerte (COG-S). Undici delle nuove specie batteriche 
possiedono il flagello e hanno quindi la possibilità di muoversi nell’ambiente come 
previsto dalle analisi genomiche (Fig. 3b). Per batteri che vivono in ambienti poveri 
di nutrienti, l’abilità di migrare per chemiotassi verso ambienti più favorevoli è 
molto importante per la sopravvivenza. Si è osservato che i geni per la 
chemiorecezione, l’istidina chinasi CheA e l’adattatore CheW, sono presenti in 11 
genomi, e il numero di tali geni nei diversi genomi varia da 2 a più di 46. 

 
FIGURA 3 Overview dei metabolismi delle nuove specie isolate. (a) Assimilazione delle fonti di carbonio 
secondo il Biolog GEN III system. (b) Distribuzione delle categorie COG nei 14 genomi appena sequenziati. 

Tratta da Zhu et al., 2021. 
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Predizione dei metabolismi rilevanti nei cicli biogeochimici nelle grotte 
tramite analisi comparative tra i genomi e i dati metagenomici 

Per l’analisi di metabolismi sono stati raccolti i genomi delle 14 nuove specie 
insieme a 204 genomi ottenuti dai database che rappresentano specie batteriche 
presenti nei campioni isolati dalle grotte in questo studio. 1’060’824 geni sono stati 
determinati tramite CD-HIT e sono stati raggruppati in un catalogo genico non 
ridondante contenente 857’889 sequenze rappresentative. Questo catalogo è stato 
annotato mediante la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), e sono 
stati identificati 7’476 ortologhi KEGG (KOs). Di questi geni la classe più 
abbondante riguarda l'elaborazione di informazioni genetiche (14,6%), seguita poi 
dalla classe della segnalazione e processi cellulari (11,5%), metabolismo dei 
carboidrati (9,4%), metabolismo degli amminoacidi (7,7%), metabolismo 
energetico (4,1%) e altri processi metabolici.  

Inoltre, sono stati collezionati 8 metagenomi di grotte carsiche ottenuti in studi 
precedenti. I dati metagenomici sono stati controllati per la qualità, riannotati e 
analizzati.  

I KOs relativi ai cicli biogeochimici di carbonio, azoto e zolfo (C/N/S) sono stati 
controllati in entrambi i dataset. Per predire i tratti metabolici rilevanti per i cicli di 
C/N/S nelle grotte carsiche sono stati considerati insieme i dati sull’abbondanza 
relativa dei batteri e i dati di sequenza dei genomi e dei metagenomi.  

(I)    Metabolismo del carbonio  

L’analisi dei genomi del microbiota cavernicolo ha rivelato che il poli-β-
idrossibutirrato (PHB) e i composti aromatici possono giocare un ruolo chiave nel 
ciclo del carbonio. Il 35,8% dei batteri coltivati contengono nel loro genoma i geni 
per la sintesi di PHB, e il 33,3% contengono anche i geni per la sua 
depolimerizzazione. Nel dataset genomico, i geni per la degradazione dell’acido 4-
idrossibenzoico (4HB) del pathway del β-chetoadipato sono molto abbondanti, ma 
i geni codificanti la 3-oxoadipato-CoA transferasi non erano presenti. Sono stati 
inoltre riscontrati in 57 genomi (26% degli isolati) molti geni per l’ossidazione del 
monossido di carbonio (CO). Nonostante questo composto sia tossico per la sua 
capacità di legare metalloproteine, ha un elevato potenziale come donatore di 
elettroni, per cui probabilmente viene usato come fonte preferibile di carbonio e/o 
energia nei complessi carsici. L’ossidazione del CO può essere accoppiata con la 
produzione di acetato o metano in condizioni anaerobiche, mentre in condizioni 
aerobiche può fornire energia per la fissazione della CO2 attraverso il ciclo di 
Calvin-Benson-Bassham (CBB). Durante la ricerca nel dataset genomico per 
l’esistenza del pathway CBB è stato trovato il gene rbcL in 30 genomi (14,9%). Il 
gene per l’ossidazione della CO (cox) nei genomi batterici spelei è stato dimostrato 
nel batterio sequenziato dagli autori Oleomonas cavernae K1W22B-8T. Il suo 
genoma ospita i geni per la CO deidrogenasi (coxMSL), i geni per l’ATPasi di 
membrana (coxD) e i geni xdhC-like (coxF and coxI) impiegati nel cluster 
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[CuSMoO2] (Dobbek et al., 2002). Tuttavia, manca dei geni coxB, coxC, coxH, e 
coxK, necessari per ancorare la CO deidrogenasi alla membrana plasmatica. Ciò 
suggerisce che in questo ceppo l’enzima sia localizzato nel citoplasma. È 
interessante notare che è stato inoltre trovato il cluster di geni codificanti l’enzima 
metano monoossigenasi solubile nel citoplasma (smoXYB1C1Z).  

In accordo con i dati sopra riportati, l’analisi dei metagenomi ha rivelato che i geni 
coinvolti nella sintesi e depolimerizzazione del PHB, nella degradazione del 4HB 
e dell’ossidazione del CO non erano solo presenti ma anche abbondanti nei 
campioni di grotta. In contrasto con la collezione di genomi rappresentativi dello 
studio, dove tutti i 3 geni coinvolti nella conversione dell’Acetil-CoA in PHB sono 
stati trovati in 80 genomi batterici, il gene per l’acetoacetil-CoA reduttasi (PhaB) è 
risultato assente in tutti gli 8 dataset metagenomici. La distribuzione dei geni per 
l’enzima CO deidrogenasi varia molto tra i differenti dataset metagenomici in base 
alla provenienza, ad esempio i campioni prelevati da grotte in Portogallo mostrano 
un più alto potenziale ossidativo della CO rispetto a campioni prelevati negli Stati 
Uniti o in India. 

(II)    Metabolismo dell’azoto 

In base alle analisi svolte, il sistema bicomponente della famiglia NtrC è distribuito 
in 88 dei genomi rappresentativi delle specie coltivate in questo studio; questo 
suggerisce un’intensiva regolazione del metabolismo dell’azoto. Undici dei genomi 
in questo dataset mostrano il potenziale di fissare l’azoto in ammoniaca. Il nuovo 
ceppo Azospirillum cavernae K2W22B-5T, isolato abbondantemente da un 
campione di acqua, è stato scelto come rappresentativo di questi 11 genomi. Il 
genoma del ceppo K2W22B-5T contiene tutti i tre operoni chiave per la fissazione 
dell’azoto: nifHDK, nifENX, e nifUSV. Similmente ad altre specie del genere 
Azospirillum è presente il gene fdxB a valle dell’operone nifENX e il gene cysE tra 
l’operone nifUSV e il gene nifW. La fissazione dell’azoto richiede una grande 
quantità di ATP e per questo i batteri azotofissatori hanno molti sistemi di 
idrogenasi utili a ossidare l’idrogeno H2 per ottenere protoni per produrre energia. 
La (NiFe)-idrogenasi ossigeno tollerante è molto diffusa nel dominio dei batteri ed 
è codificata dal gene hyaAB, trovato anche nel genoma del ceppo K2W22B-5T. 

Più del 50% dei batteri coltivati hanno il potenziale di svolgere uno o entrambi i 
passi per la riduzione dissimilativa dei nitrati. Il cluster genico responsabile della 
riduzione del nitrato a nitrito nel genoma di K2W22B-5T è napABCDE che codifica 
gli enzimi necessari per ridurre il nitrato nel periplasma. Nonostante questo, molti 
genomi nel dataset curato dagli autori contengono i geni narGHI che codificano per 
l’enzima nitrato deidrogenasi di membrana capace di produrre direttamente forza 
proton-motrice durante la riduzione. La riduzione dissimilativa da nitrito ad 
ammoniaca è svolta da enzimi codificati dal gene nirBD. Nel genoma di K2W22B-
5T, le proteine utili al trasporto di nitrati e nitriti sono codificati dai geni nrtABCD.  
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In contrasto con questo, le analisi sui dati metagenomici non hanno mostrato una 
completa riduzione dissimilativa del nitrato. Sia la subunità gamma della nitrato-
reduttasi di membrana (NarI) che la subunità di trasferimento elettronico della 
nitrato-reduttasi periplasmatica (NapB) non sono state identificate. La riduzione del 
nitrato è prevalente ed abbondante in tutti e otto i dataset metagenomici. L’enzima 
nitrogenasi mostra una diversa distribuzione nei dati metagenomici di grotte 
diverse: risulta più abbondante nei campioni provenienti da grotte hawaiane che in 
altri campioni.  

 

 
FIGURA 4 Overview dei metabolismi nei campioni rappresentativi dello studio (a, c, e) e nei dati 
metagenomici pubblici (b, d, f) e la loro relazione con i cicli biogeochimici di C/N/S. Nei pannelli a, c, e la 
dimensione delle frecce rappresenta la proporzione di batteri capaci di svolgere quella trasformazione. I 
numeri e le percentuali rappresentano il numero di specie e la loro abbondanza relativa. Nei pannelli b, d, f 
sono indicati sulle ascisse il numero di accesso NCBI dei metagenomi, mentre sull’asse delle ordinate sono 
rappresentati i trascritti per milione (TPM) codificati con una scala-colore che ne indica l’abbondanza situata 
a destra di ogni pannello.   

Tratta da Zhu et al., 2021. 
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(III)    Metabolismo dello zolfo 

I geni coinvolti nella riduzione dissimilativa dei solfati sono stati raramente rilevati. 
Tuttavia, entrambi i dataset codificano gli enzimi necessari per la riduzione 
assimilativa di solfati e solfiti e per la riduzione del tiosolfato in solfuro. In base 
alle analisi svolte è stato determinato che il 71,1% dei genomi esibisce il potenziale 
per l’ossidazione del tiosolfato, mentre il 36,1% quella di ossidazione dei solfiti. 
Questo suggerisce che queste molecole siano importanti per il ciclo biogeochimico 
dello zolfo nei complessi carsici.  

 

Validazione del pathway del β-chetoadipato e identificazione del 3-
oxoadipato-CoA transferasi mancante nei campioni genomici dei batteri 

isolati nello studio 

Come visto sopra, il pathway del β-chetoadipato per la degradazione dei composti 
aromatici è abbastanza abbondante in entrambi i dataset analizzati. 
Sorprendentemente i geni codificanti la 3-oxoadipato-CoA transferasi (pcaIJ) non 
sono stati annotati dal programma KAAS nei genomi rappresentativi dello studio, 
ma sono stati annotati nei dati metagenomici di confronto (Fig. 4b). Sono stati 
quindi estratti i geni annotati dai dati metagenomici (K01031/K01032) ed è stata 
effettuata una ricerca tramite BLAST contro i dati genomici. I primi 16 risultati che 
mostravano una identità di sequenza ≥ 47% sono stati considerati geni candidati di 
pcaIJ. Basandosi sulle annotazioni di NCBI e KEGG, i geni candidati di pcaIJ sono 
stati analizzati manualmente per ricercare un cluster genico continuo per il pathway 
del β-chetoadipato e qualunque candidato dei geni codificanti la transferasi 
d’interesse. Sono stati identificati 55 genomi che mostrano una putativa 3-
oxoadipato-CoA transferasi all’interno del cluster per il pathway del β-
chetoadipato. Due cluster rappresentativi, presenti nei genomi dei ceppi K2W22B-
5T and K1R23-30T, sono mostrati nella figura 5a. 

Le sequenze di pcaI e pcaJ che codificano le due subunità dell’enzima 3-
oxoadipato-CoA transferasi, sono state divise in due gruppi (cluster) tramite analisi 
filogenetica. Il cluster I è composto di 26 geni candidati prevalentemente originati 
dalle specie di Pseudomonas. Il cluster II è composto da 29 candidati provenienti 
da specie batteriche differenti (Fig. 5c). Sono stati testati due ceppi (K2W22B-5T e 
K1R23-30T) che sono risultati essere in grado di crescere in un terreno con il solo 
4-idrossibenzoato come fonte di carbonio. Inoltre, sono stati clonati ed espressi i 
geni candidati pcaIJ in Escherichia coli. I prodotti sono stati purificati e l’attività 
della 3-oxoadipato-CoA transferasi è stata dimostrata (Fig. 5d).  
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FIGURA 5 Rappresentazione dei cluster genetici (a), sintesi delle reazioni del pathway del β-chetoadipato (b), 
rappresentazione filogenetica dei due cluster genici della 3-oxoadipato-CoA transferasi (c) e la loro attività 
enzimatica nel pathway (d). 

Tratta da Zhu et al., 2021. 

 

Discussione 

In questo studio sono stati isolati tramite coltivazione intensiva e su larga scala 
3’526 ceppi batterici rappresentativi di 329 specie. Studi precedenti sulla 
coltivazione di batteri cavernicoli suggeriscono che questa tecnica sia molto 
complessa in quanto sono stati utilizzati terreni di coltura convenzionali che 
provocano stress osmotici in questi microrganismi adattati ad ambienti scarsi in 
nutrienti. Per questo motivo è stato scelto come terreno di coltura l’R2A medium, 
che si è dimostrato efficiente nella coltura di batteri oligotrofi. Questo, assieme alla 
strategia di prelevare tutte le colonie visibili per le propagazioni successive, ha 
permesso di ottenere la più grande collezione di batteri carsici attualmente presente. 
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In base al confronto con dati già prodotti sulle grotte carsiche, il dataset ottenuto 
risulta essere molto rappresentativo di tale ambiente. 

Il metabolismo microbico risulta essere la maggior forza trainante dei cicli 
biogeochimici negli ambienti delle caverne. I risultati dei metodi coltura-
indipendenti hanno predetto le reazioni metaboliche generali della comunità 
microbica, ma non sono stati in grado di identificare i ruoli dei singoli organismi. 
Nello studio sono stati collezionati un totale di 218 genomi: 204 derivati da database 
pubblici e corrispondenti ai batteri isolati e 14 genomi di specie appena identificate. 
Questi sono stati analizzati per caratterizzare i tratti metabolici specifici rilevanti 
per i cicli biogeochimici di C/N/S negli ambienti ipogei. In ambienti poveri di 
nutrienti i microrganismi sono costretti ad usare qualsiasi nutriente disponibile per 
sopravvivere. È stato trovato che i batteri della specie Oleomonas, trovati nelle due 
grotte analizzate, hanno il potenziale di ossidare gli alcani C2 a C4 fornendo una 
nuova prospettiva per la ricerca dell’ossidazione degli alcani negli ambienti 
cavernicoli. Per quanto riguarda la deplezione di azoto, dallo studio, è emerso che 
più del 6% di tutti i ceppi isolati è in grado di fissare l’N2 in ammoniaca, inclusa la 
nuova specie del genere Azospirillum. 

Il pathway del β-chetoadipato è ampiamente distribuito tra i batteri del suolo e i 
funghi, ma questo non era ancora stato documentato nel microbioma delle grotte 
carsiche. In questo studio è stato osservato come i geni di questa via fossero 
abbondantemente presenti sia nei genomi dei batteri coltivati che nei dati 
metagenomici di studi precedenti. Sono stati riscontrati in 55 genomi i geni pcaIJ. 
Questi sono stati divisi in due cluster in base alla loro sequenza, ed è stata 
sperimentalmente provata l’attività della 3-oxoadipato-CoA transferasi da due dei 
nuovi batteri coltivati (uno per cluster). Il risultato di questa indagine mostra il 
potenziale dell’uso combinato di tecniche coltura-dipendenti e metodi 
metagenomici. Allo stesso modo, le sequenze dei due cluster forniscono 
informazioni molto preziose per migliorare le future annotazioni di pcaIJ 
utilizzando il programma KAAS. 
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Commento 

Le grotte carsiche sono degli ambienti di scarsa e spesso difficile frequentazione 
antropica, con caratteristiche peculiari che cambiano da luogo a luogo in base alla 
geologia, alla posizione, all’idrologia e alla speleogenesi della grotta. Queste 
analisi, quindi, non possono considerarsi valide in generale per tutte le grotte 
carsiche, ma rappresentano un ottimo punto di partenza. L’uso combinato di 
tecniche di coltura, analisi genomiche e confronti con dati metagenomici ha 
permesso di analizzare a fondo le caratteristiche metaboliche utili ai cicli 
biogeochimici, e può rappresentare un ottimo punto di partenza per analisi future 
anche in grotte diverse da quelle carsiche del Sud-Est cinese. Le tecniche coltura-
dipendenti potrebbero non essere efficaci in tutti i tipi di cavità, per diversi motivi: 
il trasporto di campioni all’esterno delle grotte mantenendo inalterate le 
caratteristiche ambientali può rappresentare una prima grande sfida e riprodurre le 
condizioni ambientali del sottosuolo in laboratorio può non sempre essere fatto. 
Nonostante questo, le tecniche coltura dipendenti riescono a fornire un gran numero 
di dati utili alla ricerca. Le tecniche genomiche e metagenomiche possono essere 
molto d’aiuto in questi casi, dato che non è necessario avere colture batteriche pure 
di partenza ma è sufficiente utilizzare il DNA presente nei campioni, anche se 
leggermente degradato, con tecniche differenti in base alle necessità.  

La conoscenza della flora batterica cavernicola può essere sfruttata in diversi ambiti 
multidisciplinari. Un primo vantaggio, riportato dallo studio di questi microbi, lo si 
riscontra negli studi geologici, nei quali combinando le conoscenze biologiche, 
chimiche e geologiche si possono dare nuove risposte sulla formazione di alcuni 
tipi di rocce. Ad esempio, è risaputo che alcune specie del genere Bacillus sono 
coinvolte nella formazione della calcite e della particolare formazione chiamata 
“latte di monte” (in inglese moonmilk) un materiale pastoso costituito da una 
sospensione di cristalli di calcite, idrossimagnesite e gesso (Baskar et al., 2011). La 
grande varietà di metabolismi scoperti in questi ambienti potrebbe portare un grosso 
vantaggio anche nell’ambito delle biotecnologie. I batteri delle grotte, adattati a 
condizioni estreme, possiedono molte volte enzimi con caratteristiche diverse di 
tollerabilità, rispetto ai corrispettivi epigei, che possono essere sfruttati per rendere 
più efficienti sistemi come ad esempio i bioreattori. Anche la medicina può 
beneficiare di questi studi, sono stati infatti scoperti nuovi antibiotici da batteri 
competitori all’interno delle grotte. In particolare, alcuni batteri del genere 
Streptomyces hanno mostrato una forte capacità inibitoria nei confronti di batteri 
Gram-positivi (Adam et al., 2018). 
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