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ABSTRACT

Le grotte carsiche sono ambienti oligotrofici, caratterizzati da temperatura ed
elevata umidita costanti durante I’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
1solati 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 € alcano-ossidanti. L’analisi ha mostrato che il
phylum piu rappresentato ¢ quello dei Proteobacteria, che racchiude batteri Gram-
negativi con svariati metabolismi differenti: chemiolitoautotrofi, azotofissatori,
fotoautotrofi e solfuro-ossidanti. Un altro phylum significativo ¢ quello degli
Actinobacteria, che comprende batteri Gram-positivi alcuni dei quali capaci di
fissare 1’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 p-
chetoadipato. Si ¢ indagata in dettaglio la funzionalita dell’enzima 3-oxoadipato-
CoA transferasi in alcuni ceppi batterici.



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 1’anno,
elevata umidita 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. E
stato proposto che il microbioma contenuto nelle grotte carsiche fornisca la spinta
per I’evoluzione e i cicli biogeochimici delle grotte. Questo perché i1 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 1 processi fotosintetici, 1 batteri autotrofi, nelle grotte, utilizzano
I’energia fornita da reazioni chimiche di vario tipo, sono percio classificati come
chemioautotrofi o chemiolitoautotrofi (Engel, 2019).

Un esempio ¢ 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 gravita 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, 1’ossidazione dello ione solfuro a solfato per fissare
I’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
I’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 piu importanti cicli biogeochimici sulla
Terra. Questo coinvolge pathways diversi come la fissazione dell’azoto, la
nitrificazione, 1’assimilazione di nitrati e ammoniaca, la riduzione dissimilatoria da
nitrati ad ammoniaca (DNRA), [’ossidazione anaerobica dell’ammoniaca,
I’ossidazione completa dell’ammoniaca e la denitrificazione. (Martinez-Espinosa,
2020). L’azoto puo 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 € riscontrata la presenza di batteri implicati in tutto il ciclo dell’azoto
che riescono a sfruttare tutti 1 sali inorganici di questo elemento. Il guano di
pipistrello rappresenta una ulteriore fonte di composti organici, contenenti azoto e
carbonio, che aiuta ad alimentare 1’ecologia degli ambienti sotterranei. Le cavita
maggiormente frequentate da questi piccoli mammiferi tendono ad essere, per
questo motivo, piu ricche di nutrienti e di vita (Engel, 2010).

I1 ciclo del carbonio risulta essere strettamente intrecciato con gli altri cicli. La
dissoluzione di rocce carbonatiche provoca il rilascio di ioni carbonato, cosi da
renderli disponibili per organismi in grado di fissarli. Questo processo puo 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 puo
essere facilitata da alcuni microrganismi come dimostrano numerosi studi (Engel e?
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 1’ossidazione dello zolfo, altri si avvalgono
dell’ossidazione di composti azotati come 1 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 ¢ stata isolata dalla superficie. Qui si sono evoluti batteri aecrobi 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 comunita 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 profondita del lago, situato nella cavita. 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 I’esistenza (Kumaresan et al., 2018).



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 cavita hanno
entrambe uno sviluppo prettamente orizzontale con un solo ingresso € sono scavate
principalmente nella calcite. La grotta 1 ¢ caratterizzata da valori di temperatura
intorno ai 21-22°C e 'umidita che arriva all’80%. La grotta 2 ¢ poco piu estesa
della grotta 1 e la sua temperatura interna oscilla tra i 20 e 1 23°C con un’umidita
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 [Iuno dall’altro, in punti posizionati a partire
dall’ingresso fino alle parti piu 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 ¢ scartata la parte piu 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 I'TRNA 16S ¢ stata realizzata con i primer universali
batterici 27F e 1492R. Le cellule prelevate dalle piastre di agar sono state lisate in
2 pL di soluzione di lisi alcalina (0,2 M NaOH, 1% SDS) per 5 min. In seguito,
sono stati aggiunti 98 pL di acqua distillata a costituire il templato di
amplificazione.

Un microlitro di templato insieme a 1 pL. di ogni primer sono stati aggiunti al buffer
da PCR 1,1x Golden Star T6 Super PCR Mix (TsingKe Biotech, Beijing) per
ottenere un volume finale di 50 pL. L amplificazione ¢ 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; I’amplificazione finale ¢ 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).



L’amplificato ¢ stato poi sequenziato con il metodo Sanger e allineato con BLAST+
contro il database microbico dell’rRNA16S dell’NCBI. BLAST ¢ un algoritmo di
allineamento che cerca regioni di similaritda 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 significativita statistica
del loro confronto per determinare quanto piu 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 I’identita nucleotidica media (ANI) tra le nuove specie e specie affine ¢
stato usato il calcolatore online fornito dal gruppo del Prof. Chun.

Gli indici di diversita (o e B) 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 € stata verificata
con il test di Shapiro-Wilk.

L’analisi delle componenti principali (PCoA) delle comunita batteriche identificate
nei diversi substrati ¢ stata supportata dal metodo statistico PERMANOVA
(permutational multivariate analysis of variance) e 1 grafici sono stati ottenuti con
il pacchetto R ‘ggplot2’ e ‘VennDiagram’.

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

Sequenziamento dei genomi e annotazione funzionale

I DNA genomico ¢ stato estratto utilizzando il kit di purificazione Wizard
(Promega, USA) in accordo con le indicazioni dell'azienda produttrice. Il genoma
¢ 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 ¢ 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 ¢ stato effettuato nella piattaforma PacBio SMRT Analysis
versione 2.3.0, usando il protocollo ‘RS HGAP Assembly.2’. FinischerSC ¢ stato
poi usato per migliorare ulteriormente la qualita 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 ¢ stato poi dedotto con i server di
annotazione automatica di KEGG (KAAS) e eggNOG-mapper. La completezza di
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ogni genoma ¢ 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:
piu il numero di geni ortologhi in singola copia € vicino al totale maggiore sara la
completezza del genoma. Il catalogo di geni non ridondanti ¢ 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 I’analisi degli
ampliconi dell’rRNA 16S ¢ stato usato VSEARCH v0.9.11 per unire le sequenze
paired-end e per il controllo qualita. I geni presenti in singola copia e i geni chimera
sono stati rimossi. Le OTU sono state ottenute usando ’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.

I1 controllo di qualita dei dati metagenomici ¢ stato ottenuto con KneadData v0.7.4
(http://huttenhower.sph.harvard.edu/kneaddata). Questo programma ¢ stato
disegnato per svolgere il controllo qualita delle sequenze metagenomiche
principalmente negli esperimenti sul microbiota. La ‘sliding window’, utilizzata dal
programma come filtro, ¢ stata fissata a 4 bp, mantenendo le impostazioni di
default, per filtrare le basi con punteggio di qualita minore di 20. Il programma ¢
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
qualita sono stati rimossi.

Le sequenze ottenute sono state poi assemblate con MEGAHIT v1.2.9. Prokka
v1.14.6 ¢ stato utilizzato per I’annotazione dei geni, e CD-HIT v4.8.1 ¢ 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 attivita della 3-oxoadipato-CoA
transferasi

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

I DNA genomici dei ceppi K2W22B-5" ¢ K1R23-30" sono stati preparati come
descritto precedentemente. L amplificazione dei frammenti di DNA target ¢ 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 Ndel e HindIIl (New England Biolabs) e uniti con la T4 DNA ligasi
(New England Biolabs). Dopo la ligazione nel plasmide le proteine ricombinanti,
codificate dai geni pcal e pcaJ, hanno ottenuto rispettivamente all” N-terminale e
al C-terminale sei His tag.


http://huttenhower.sph.harvard.edu/kneaddata

Per ottenere la 3-oxoadipato-CoA transferasi dei ceppi K2W22B-57 ¢ K1R23-307,
il ceppo di E. coli BL21(DE3), trasformato con i1 plasmidi pET-28a-k5pcallJ e pET-
28a-30pcall, ¢ stato coltivato in brodo Luria-Bertani (LB) addizionato con 50 pg/ml
di kanamicina a 37°C fino a che la densita cellulare (densita ottica a 600 nm
[OD600]) ha raggiunto 0,3-0,4. L’ espressione proteica ¢ stata indotta con 3,0 mM
di isopropil-B-D-tiogalattopiranoside (IPTG) a 16°C overnight. Le cellule sono
state raccolte per centrifugazione e poi lisate con ultrasonicazione. La purificazione
proteica ¢ 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) ¢ stato utilizzato per desalinizzare la soluzione e per concentrare
la proteina.

Il saggio della 3-oxoadipato-CoA transferasi ¢ stato svolto come descritto da
MacLean e colleghi (MacLean et al., 2006). La soluzione per il saggio ¢ composta
da 200 mM Tris-HCI (pH 8,0), 40 mM MgCl,, 10 mM 3-oxoadipato, e 0,4 mM
succinil-CoA (Sigma-Aldrich, USA) con un volume finale di 200 pL. 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 Mg?" a 305 nm in un range
di temperature di 23-24°C. Il coefficiente di estinzione molare del complesso 3-
oxoadipil-CoA:Mg?* & stato usato per calcolare ’attivita dell’enzima batterico.

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

Strain, plasmid, or primer Description Source or sequence
Strains
Azospirillum K2W22B- 4HB-degrading strain This study
5T
Noviherbaspirillum 4HB-degrading strain This study
K1R23-307
E. coli BL21 (DE3) Protein expression host TransGen
Plasmids
pET-28a(+) Gene expression vector Novagen
pET-28a-k5pcald pET-28a(+) carrying pcal and This study
pcal of strain K2W22B-57
pET-28a-30pcall pET-28a(+) carrying pcal and This study
pcal of strain KIR23-307
Primers
k5pcalJ-F For PCR of pcal and pcaJ of GACGCATATGGCGCTCATCACACCC
K2w22B-5"
k5pcalJ-R For PCR of pcal and pcaJ of CCCAAGCTTACCCTCCGAACTGGTGCT
K2w22B-5"
30pcallJ-F For PCR of pcal and pcaJ of GCGGCATATGATCAATAAAATTTGCACTTCC
K1R23-30"
30pcalJ-R For PCR on pcal and pcaJ of ATCCAAGCTTATTGGGGATATACGTCAGCG
K1R23-30

Tratta da Zhu et al., 2021.



RISULTATTI E DISCUSSIONE
Identificazione e rappresentativita 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 1 batteri sono stati assegnati a 329 specie in 102 generi. Di queste, 97
specie sono state ritrovate in entrambe le grotte. Tramite 1’indice di diversita di
Shannon ¢ stato stabilito che la diversita tra le colture batteriche delle due grotte
non era significativa (z-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. 1 due generi
piu 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 1’indice di Shannon ed € stato
dimostrato che le diverse popolazioni microbiche sono significativamente differenti
nei tre substrati (analisi della varianza [ANOVA], F=6,509, P < 0,01). Si ¢
riscontrato che la comunita isolata dai sedimenti ¢ quella maggiormente diversa
rispetto a quelle nei campioni di acqua e rocce. Anche 1’analisi delle componenti
principali ha mostrato che le composizioni delle comunita sono statisticamente
differenti. (Fig. 1).
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Modificata da Zhu et al., 2021.

Per la ricerca di nuove specie ¢ stato sequenziato e analizzato I'TRNA 16S di 24
potenziali nuovi ceppi. Sfortunatamente di questi, 7 ceppi non sono riusciti a
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propagarsi nella coltivazione successiva, 2 sono risultati simili al 98% ad altre
specie gia note e 2 ¢ stato evidenziato fossero uguali tra loro. I 14 ceppi rimasti
sono stati osservati al microscopio per studiarne il fenotipo, ne ¢ stato sequenziato
tutto il genoma e sono state svolte le analisi filogenetiche riassunte nella Figura 2.

(b)

FIGURA 2 Albero
filogenetico non
radicato,
orientato usando
come out-group
Deinococcus e
costruito sulla
base del gene
rRNA 16S con
I'algoritmo
Neighbor-Joining.
| ceppi di nuova
scoperta sono
evidenziati in

|5 Alphaproteobacteria I Betaproteobacteria [\l Gammaproteobacteria || Actinobacteria || Deinococcus-Thermus ~ 9raSS€ tto.

Modificata da Zhu et al., 2021.

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

E stato usato il database “Clusters of Orthologous Groups” (COG) per la
classificazione dei geni nei genomi sequenziati. Il database ha rivelato che il piu
alto numero di geni si classifica nella macrocategoria del mantenimento e
processamento dell'informazione genetica; in particolare nei genomi sequenziati i
geni piu 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 piu 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. E stato osservato che altre categorie
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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 1’abbondanza di geni con funzioni conosciute, una grande
quantita 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 possibilita di muoversi nell’ambiente come
previsto dalle analisi genomiche (Fig. 3b). Per batteri che vivono in ambienti poveri
di nutrienti, I’abilitd di migrare per chemiotassi verso ambienti piu favorevoli ¢
molto importante per la sopravvivenza. Si ¢ osservato che i geni per la
chemiorecezione, ’istidina chinasi CheA e 1’adattatore CheW, sono presenti in 11
genomi, e il numero di tali geni nei diversi genomi varia da 2 a piu di 46.
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FIGURA 3 Overview dei metabolismi delle nuove specie isolate. (a) Assimilazione delle fonti di carbonio
secondo il Biolog GEN Ill 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 I’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 ¢ stato
annotato mediante la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGQG), e sono
stati identificati 7°476 ortologhi KEGG (KOs). Di questi geni la classe piu
abbondante riguarda I'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. | dati metagenomici sono stati controllati per la qualita, 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 1 dati di sequenza dei genomi e dei metagenomi.

(I) Metabolismo del carbonio

L’analisi dei genomi del microbiota cavernicolo ha rivelato che il poli-p-
idrossibutirrato (PHB) e 1 composti aromatici possono giocare un ruolo chiave nel
ciclo del carbonio. Il 35,8% dei batteri coltivati contengono nel loro genoma 1 geni
per la sintesi di PHB, e il 33,3% contengono anche i geni per la sua
depolimerizzazione. Nel dataset genomico, i1 geni per la degradazione dell’acido 4-
idrossibenzoico (4HB) del pathway del B-chetoadipato sono molto abbondanti, ma
1 geni codificanti la 3-oxoadipato-CoA transferasi non erano presenti. Sono stati
inoltre riscontrati in 57 genomi (26% degli isolati) molti geni per I’ossidazione del
monossido di carbonio (CO). Nonostante questo composto sia tossico per la sua
capacita 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 puo essere accoppiata con la
produzione di acetato o metano in condizioni anaerobiche, mentre in condizioni
aerobiche puo fornire energia per la fissazione della CO; attraverso il ciclo di
Calvin-Benson-Bassham (CBB). Durante la ricerca nel dataset genomico per
I’esistenza del pathway CBB ¢ stato trovato il gene rbcL in 30 genomi (14,9%). 1
gene per 1’ossidazione della CO (cox) nei genomi batterici spelei € stato dimostrato
nel batterio sequenziato dagli autori Oleomonas cavernae KIW22B-8'. 1l suo
genoma ospita i geni per la CO deidrogenasi (coxMSL), 1 geni per I’ATPasi di
membrana (coxD) e 1 geni xdhC-like (coxF and coxI) impiegati nel cluster
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[CuSMoO:] (Dobbek et al., 2002). Tuttavia, manca dei geni coxB, coxC, coxH, e
coxK, necessari per ancorare la CO deidrogenasi alla membrana plasmatica. Cio
suggerisce che in questo ceppo I’enzima sia localizzato nel citoplasma. E
interessante notare che ¢ stato inoltre trovato il cluster di geni codificanti I’enzima
metano monoossigenasi solubile nel citoplasma (smoXYBICI1Z).

In accordo con i dati sopra riportati, 1’analisi dei metagenomi ha rivelato che 1 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 ’acetoacetil-CoA reduttasi (PhaB) ¢
risultato assente in tutti gli 8 dataset metagenomici. La distribuzione dei geni per
I’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 piu alto potenziale ossidativo della CO rispetto a campioni prelevati negli Stati
Uniti o in India.

(I) Metabolismo dell’azoto

In base alle analisi svolte, il sistema bicomponente della famiglia N#C ¢ 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 1’azoto in ammoniaca. Il nuovo
ceppo Azospirillum cavernae K2W22B-5", isolato abbondantemente da un
campione di acqua, ¢ stato scelto come rappresentativo di questi 11 genomi. Il
genoma del ceppo K2W22B-5" contiene tutti i tre operoni chiave per la fissazione
dell’azoto: nifHDK, nifENX, e nifUSV. Similmente ad altre specie del genere
Azospirillum ¢ presente il gene fdxB a valle dell’operone nifENX e il gene cysE tra
I’operone nifUSV e il gene nifW. La fissazione dell’azoto richiede una grande
quantita di ATP e per questo 1 batteri azotofissatori hanno molti sistemi di
idrogenasi utili a ossidare 1’idrogeno H» per ottenere protoni per produrre energia.
La (NiFe)-idrogenasi ossigeno tollerante ¢ molto diffusa nel dominio dei batteri ed
¢ codificata dal gene hyaAB, trovato anche nel genoma del ceppo K2W22B-57.

Piu 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-5" ¢ napABCDE che codifica
gli enzimi necessari per ridurre il nitrato nel periplasma. Nonostante questo, molti
genomi nel dataset curato dagli autori contengono i1 geni narGHI che codificano per
I’enzima nitrato deidrogenasi di membrana capace di produrre direttamente forza
proton-motrice durante la riduzione. La riduzione dissimilativa da nitrito ad
ammoniaca ¢ svolta da enzimi codificati dal gene nirBD. Nel genoma di K2W22B-
57, le proteine utili al trasporto di nitrati e nitriti sono codificati dai geni n7tABCD.
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In contrasto con questo, le analisi sui dati metagenomici non hanno mostrato una
completa riduzione dissimilativa del nitrato. Sia la subunita gamma della nitrato-
reduttasi di membrana (Narl) che la subunita di trasferimento elettronico della
nitrato-reduttasi periplasmatica (NapB) non sono state identificate. La riduzione del
nitrato ¢ prevalente ed abbondante in tutti e otto i dataset metagenomici. L’enzima
nitrogenasi mostra una diversa distribuzione nei dati metagenomici di grotte
diverse: risulta piu abbondante nei campioni provenienti da grotte hawaiane che in

altri campioni.
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FIGURA 4 Overview dei metabolismi nei campioni rappresentativi dello studio (a, c, e) e nei dati
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a destra di ogni pannello.

Tratta da Zhu et al., 2021.
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(IIT) 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 ¢ stato determinato che il 71,1% dei genomi esibisce il potenziale
per I’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 B-chetoadipato e identificazione del 3-
oxoadipato-CoA transferasi mancante nei campioni genomici dei batteri
isolati nello studio

Come visto sopra, il pathway del B-chetoadipato per la degradazione dei composti
aromatici ¢ abbastanza abbondante in entrambi 1 dataset analizzati.
Sorprendentemente 1 geni codificanti la 3-oxoadipato-CoA transferasi (pcal/) 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 1 geni annotati dai dati metagenomici (K01031/K01032) ed ¢ stata
effettuata una ricerca tramite BLAST contro i dati genomici. I primi 16 risultati che
mostravano una identita di sequenza > 47% sono stati considerati geni candidati di
pcalJ. Basandosi sulle annotazioni di NCBI e KEGG, 1 geni candidati di pcalJ sono
stati analizzati manualmente per ricercare un cluster genico continuo per il pathway
del B-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 pB-
chetoadipato. Due cluster rappresentativi, presenti nei genomi dei ceppi K2W22B-
5T and K1R23-30", sono mostrati nella figura Sa.

Le sequenze di pcal e pcaJ che codificano le due subunita dell’enzima 3-
oxoadipato-CoA transferasi, sono state divise in due gruppi (cluster) tramite analisi
filogenetica. Il cluster I ¢ composto di 26 geni candidati prevalentemente originati
dalle specie di Pseudomonas. 1l cluster II ¢ composto da 29 candidati provenienti
da specie batteriche differenti (Fig. 5¢). Sono stati testati due ceppi (K2W22B-5T e
K1R23-307) 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 pcal/ in Escherichia coli. 1 prodotti sono stati purificati e Iattivita
della 3-oxoadipato-CoA transferasi ¢ stata dimostrata (Fig. 5d).
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FIGURA 5 Rappresentazione dei cluster genetici (a), sintesi delle reazioni del pathway del 8-chetoadipato (b),
rappresentazione filogenetica dei due cluster genici della 3-oxoadipato-CoA transferasi (c) e la loro attivita
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 ¢ stato scelto come terreno di coltura I’R2A medium,
che si ¢ 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 piu grande collezione di batteri carsici attualmente presente.
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In base al confronto con dati gia 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 comunita
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 1 tratti metabolici specifici rilevanti
per i cicli biogeochimici di C/N/S negli ambienti ipogei. In ambienti poveri di
nutrienti 1 microrganismi sono costretti ad usare qualsiasi nutriente disponibile per
sopravvivere. E stato trovato che i batteri della specie Oleomonas, trovati nelle due
grotte analizzate, hanno il potenziale di ossidare gli alcani C> 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, ¢ emerso che
piu del 6% di tutti 1 ceppi isolati ¢ in grado di fissare ’N> in ammoniaca, inclusa la
nuova specie del genere Azospirillum.

Il pathway del B-chetoadipato ¢ 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 ¢ 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 pcalJ.
Questi sono stati divisi in due cluster in base alla loro sequenza, ed ¢ stata
sperimentalmente provata 1’attivita 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 pcal
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 pud 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 cavita, per diversi motivi:
il trasporto di campioni all’esterno delle grotte mantenendo inalterate le
caratteristiche ambientali puo rappresentare una prima grande sfida e riprodurre le
condizioni ambientali del sottosuolo in laboratorio pud 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 € necessario avere colture batteriche pure
di partenza ma ¢ sufficiente utilizzare il DNA presente nei campioni, anche se
leggermente degradato, con tecniche differenti in base alle necessita.

La conoscenza della flora batterica cavernicola puo 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, ¢ 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 varieta 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
tollerabilita, rispetto ai corrispettivi epigei, che possono essere sfruttati per rendere
piu efficienti sistemi come ad esempio i bioreattori. Anche la medicina puo
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 capacita inibitoria nei confronti di batteri
Gram-positivi (Adam et al., 2018).
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ABSTRACT Karst caves are widely distributed subsurface systems, and the micro-
biomes therein are proposed to be the driving force for cave evolution and biogeo-
chemical cycling. In past years, culture-independent studies on the microbiomes of
cave systems have been conducted, yet intensive microbial cultivation is still needed to
validate the sequence-derived hypothesis and to disclose the microbial functions in
cave ecosystems. In this study, the microbiomes of two karst caves in Guizhou Province
in southwest China were examined. A total of 3,562 bacterial strains were cultivated
from rock, water, and sediment samples, and 329 species (including 14 newly described
species) of 102 genera were found. We created a cave bacterial genome collection of
218 bacterial genomes from a karst cave microbiome through the extraction of 204
database-derived genomes and de novo sequencing of 14 new bacterial genomes. The
cultivated genome collection obtained in this study and the metagenome data from
previous studies were used to investigate the bacterial metabolism and potential
involvement in the carbon, nitrogen, and sulfur biogeochemical cycles in the cave eco-
system. New N,-fixing Azospirillum and alkane-oxidizing Oleomonas species were docu-
mented in the karst cave microbiome. Two pcalJ clusters of the B-ketoadipate pathway
that were abundant in both the cultivated microbiomes and the metagenomic data
were identified, and their representatives from the cultivated bacterial genomes were
functionally demonstrated. This large-scale cultivation of a cave microbiome represents
the most intensive collection of cave bacterial resources to date and provides valuable
information and diverse microbial resources for future cave biogeochemical research.

IMPORTANCE Karst caves are oligotrophic environments that are dark and humid and
have a relatively stable annual temperature. The diversity of bacteria and their metabolisms
are crucial for understanding the biogeochemical cycling in cave ecosystems. We inte-
grated large-scale bacterial cultivation with metagenomic data mining to explore the com-
positions and metabolisms of the microbiomes in two karst cave systems. Our results
reveal the presence of a highly diversified cave bacterial community, and 14 new bacterial
species were described and their genomes sequenced. In this study, we obtained the most
intensive collection of cultivated microbial resources from karst caves to date and predicted
the various important routes for the biogeochemical cycling of elements in cave
ecosystems.

KEYWORDS bacterial cultivation, karst cave microbiome, biogeochemical cycling, 3-
oxoadipate-CoA transferases, Azospirillum, Oleomonas

arst caves are subterranean spaces that are mainly formed by the corrosion of
soluble rocks such as limestone, dolomite, and gypsum. As relatively closed and
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extreme environments, caves are characterized by darkness, high humidity, comparably
stable temperatures, and oligotrophic conditions (1). Nevertheless, rich and diversified
microbiomes survive in caves (2-6). Culture-dependent and culture-independent studies
have shown that Proteobacteria and Actinobacteria are abundant, and Chlorofiexi,
Planctomycetes, Bacteroidetes, Firmicutes, Acidobacteria, Nitrospirae, Gemmatimonadetes,
and Verrucomicrobia also account for a significant proportion of the total microbial diver-
sities in caves (7-9). Cave microbiomes play essential roles in the biogeochemical cycling
of elements and in maintaining cave ecosystems. For example, Acidithiobacillus thiooxi-
dans was dominant in the snottites from Frasassi cave, and it is considered to provide
the major energy and nutrient inputs for the sulfuric cave ecosystem (10). Other studies
(11, 12) have revealed the diverse genes involved in nitrification, nitrate reduction, and
denitrification. Recently, geobiological studies have suggested that caves contain abun-
dant methanotrophic microbial communities and may be an atmospheric carbon sink
because of the highly efficient methane oxidation performed by these microbes (13-15).
Those conclusions are largely based on culture-independent studies. However, culture-
dependent studies have shed light on cave microbial evolution and have provided new
bioresources for the discovery of antibiotics. For example, the Bacillus species are
involved in moonmilk and calcite formation (16, 17), the Leptothrix species are associated
with ferromanganese deposits and have been cultivated from cave samples (18, 19), and
the Streptomyces strains from cave samples have exhibited strong inhibitory activities
against Gram-positive bacteria (20).

China has more than 500,000 caves that are integrated with the global subsurface
system (21, 22). Many studies of microbial diversity have been conducted using cul-
ture-independent methods (3, 4, 7, 9, 10); however, intensive cultivation of bacteria
from the karst caves in China and around the world is rare. In this study, we studied
two karst caves in southwestern China. Through intensive bacterial cultivation from
rock, sediment, and water samples, we aimed to (i) discover previously unknown bac-
terial taxa and accumulate cave bioresources and (ii) explore the bacterial metabolic
potentials and involvements in cave biogeochemical cycles. We obtained 3,562 bacte-
rial isolates and sequenced the genomes of 14 new bacterial species. We integrated
the newly cultured and available reference microbial genomes and generated a cul-
tured genome collection for karst cave microbiomes. Furthermore, the involvement of
the cultivated bacteria in biogeochemical C/N/S cycling in karst cave environments
was predicted through functional annotation of the cultured genome collection and
the mining of culture-independent data from previous studies. A new type of 3-oxoadi-
pate coenzyme A (CoA) transferase, which was identified from the cultured microbial
genome collection, was biochemically and functionally characterized through aromatic
compound catabolism.

RESULTS

Bacterial cultivation and diversity. Intensive and large-scale cultivation and iden-
tification of cave bacteria were performed (Fig. 1a). A total of 3,562 bacterial isolates
were obtained, of which 1,408 and 2,154 isolates were obtained from cave 1 and cave
2, respectively (see Data Set S1 in the supplemental material). Cave 1 and cave 2 are
geographically close (500 m apart) and have similar geological and climatic conditions.
Through 16S rRNA gene sequencing and phylogenetic analysis, the 3,562 bacterial iso-
lates were assigned to 329 species in 102 genera (Data Set S2). Overall, 225 species
and 201 species were obtained from cave 1 and cave 2, respectively, among which 97
species were found in both caves. The Shannon index indicates that the cultured bac-
terial diversities of the two caves exhibited no significant difference (Student'’s t test,
P > 0.05) (Fig. 1b).

The bacterial isolates were also analyzed according to their origins in the cave envi-
ronments (i.e., rock, water, or sediments). The results revealed that 129 species were
isolated from rock samples, 155 were isolated from sediment samples, and 133 were
isolated from water samples. The Shannon index analysis indicates that the species
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FIG 1 (a) Workflow of the isolation procedure and the diversity of the cultured cave bacteria. (b and c) Boxplots show
the Shannon indices of the cultivated bacterial strains from the two caves and the three cave niches (rock, sediment,
and water). The pie charts in panels b and c show the taxonomy distribution of the cave isolates from the two caves
and the three cave niches. (c) PCoA plot shows the B-diversity of the cultured cave bacteria based on the Bray-Curtis
dissimilarity; the Venn diagram shows the intersection of the cave isolates from the cave niches at the species level.

diversities were significantly different among the three environments (analysis of var-
iance [ANOVA], F=6.509, P < 0.01), but similar distributions were observed when cul-
ture-independent methods were applied (7). The bacterial community in the sediment
samples was more diverse than those in the rock samples (Tukey’s honestly significant
difference [HSD], P < 0.05) and water samples (Tukey’s HSD, P < 0.01). Principal-coordi-
nate analysis based on the Bray-Curtis distance revealed that the community composi-
tions of the three environments were statistically different (permutational multivariate
analysis of variance [PERMANOVA], F=3.06, R? = 0.135, P = 0.001, dotted circles encom-
pass the 95% confidence intervals) (Fig. 1c).

Composition and representativeness of the cultured bacterial collections from
the caves. Taking the isolates from both caves as a whole, Proteobacteria were the
most frequently isolated, followed by Actinobacteria and Firmicutes. Bacteroidetes and
Deinococcus-Thermus were occasionally obtained (Data Set S2). At the genus level, the
most abundant genera were Brevundimonas (13.7%), Caulobacter (6.3%), and Bosea (5.5%)
of Alphaproteobacteria, Pseudomonas (8.5%) of Gammaproteobacteria, Streptomyces (9.9%)
and Rhodococcus (7.3%) of Actinobacteria, and Bacillus (8.8%) of Firmicutes (Fig. 2a).

Taking 97% similarity in the 16S rRNA genes as the threshold for species differen-
tiation, 166 isolates represented potential new bacterial taxa, accounting for 4.7% of
all of the isolates (see Table S1). These new taxa belonged to the following genera:
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FIG 2 Taxonomic distribution of the cultured cave bacterial collection and its representativeness in
16S rRNA gene amplicon data sets. (a) Taxonomic distributions at the phylum and genus levels.
Proteo, Proteobacteria; Actino, Actinobacteria; Firmi, Firmicutes. (b) Boxplots show the percentages of
the sequences in the amplicon data sets that are represented by the cultured isolates, and the
triangles in each boxplot indicate the mean representativeness of each data set.

Arthrobacter, Azospirillum, Brevundimonas, Deinococcus, Massilia, Methylibium, Nocardioides,
Noviherbaspirillum, Oleomonas, Paenibacillus, Paenisporosarcina, Piscinibacter, Pseudogul-
benkiania, Pseudomonas, Solimonas, Sphingomonas, and Zavarzinia (see Fig. S1). Notably,
the isolates representing Azospirillum and Oleomonas were repeatedly obtained (Table S1),
suggesting that they were abundant in the cave environments. To further evaluate the
representativeness of our isolates in terms of karst cave microbiomes, 4 culture-independ-
ent 16S rRNA gene amplicon data sets (NCBI accession numbers [no.] PRINA337918,
PRINA497480, PRINA588777, and PRINA630353) (see Data Set S6) from karst caves were
collected, and the samples were filtered for quality control. Among these data sets, sam-
ples of PRINA497480 were collected from another 8 karst caves in southwestern China (7),
and their geological backgrounds are very similar to those of the two caves investigated in
this study. These 4 data sets include 153 samples, and the operational taxonomic units
(OTUs) extracted from these samples were aligned with the 16S rRNA genes of the 3,562
cave isolates (species cutoff value set as a 97% 16S rRNA gene similarity). The results show
that in terms of relative abundances, the 3,562 isolates represent 28.7% to 31.1% of the
sequences on average and 75% for the highest sample in the 4 data sets (Fig. 2b).
Morphology, genome annotation, and denomination of the new bacterial
species. Twenty-four representative strains of the 166 potentially new isolates (Fig. S1)
were checked for purity, and 16S rRNA gene online alignment was performed using
up-to-date databases (EzBioCloud and NCBI blast). Unfortunately, the bacterial isolates
representing 7 potential novel species were unable to propagate during the subse-
quent cultivation. Isolates K2R10-124 and K2W31S-24 exhibited more than 98% 16S
rRNA gene similarity to previously described species. Isolates K1W22B-3 and K1W22B-8
exhibited 99% 16S rRNA gene similarity to each other, and they were assigned as
representative strains of one new species. The remaining 14 potential new species
were subjected to microscopic observations, phenotype determination using Biolog
testing, phylogenetic analysis, and genome sequencing. Their morphologies and
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the neighbor-joining algorithm.

phylogenies are shown in Fig. 3a and b, respectively, and their proposed names are
listed in Table 1. Detailed descriptions of the new species are provided in Data Set
S3, except for Solimonas fluminis KIW22B-7 and Crenobacter cavernae K1W11S-777,

which have been previously described (23, 24).
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TABLE 1 New bacterial species from karst caves 1 and 2 and their etymology and accession numbers in the international culture collections

Taxonomy Rank Etymology Type designation  Accession no.
Azospirillum cavernae Sp. Nov. ca.ver'nae. L. gen. n. cavernae, of a cave K2W22B-57 CGMCC 1.13529/NBRC 113558
Deinococcus cavernous sp. nov. ca.ver’'nus. L. gen. masc. n. cavernous, of a cave K2S05-1677 CGMCC 1.13537/KCTC 43236
Massilia cavernae sp.nov.  caver'nae. L. gen.n. cavernae, of a cave K1502-617 CGMCC 1.13526/KCTC 82189
Nocardioides caviwatar Sp. Nov. cavum, L. hole; watar, Gk, water, caviwatar, K1W22B-17 CGMCC 1.13535/KCTC 49465
from cave water
Noviherbaspirillum cavernae sp.nov.  ca.ver'nae. L.gen. n. cavernae, of a cave K2R10-397 CGMCC 1.13602
Noviherbaspirillum rocha Sp. Nov. ro’'cha. ML. gen. n. rocha, from rock K1R23-30" CGMCC 1.13534
Noviherbaspirillum sedimentum Sp. Nov. sedi'mentum. L. gen. pl. n. sedimentum, from K1502-237 CGMCC 1.13533
sediment
Oleomonas cavernae Sp. Nov. ca.ver'nae. L. gen. n. cavernae, of a cave K1w22B-8" CGMCC 1.13560/KCTC 82188
Paenisporosarcina cavernae Sp. Nov. ca.ver'nae. L. gen. n. cavernae, of a cave K2R23-3T CGMCC 1.13561/NBRC 113453
Pseudomonas cavernecola sp. nov. ca.verne’co.la. L. n. cavernae cave; L. suff. -cola, K1502-6" CGMCC 1.13525/KCTC 82190
dweller; N.L. n. cavernecola cave-dweller
Pseudomonas cavernae Sp. Nov. ca.ver’'nae. L. gen. n. cavernae, of a cave K2w315-8" CGMCC 1.13586/KCTC 82191
Sphingomonas cavernae Sp. NoOv. ca.ver'nae. L. gen. n. cavernae, of a cave K2R01-6" CGMCC 1.13538/KCTC 82187

We tested the abilities of these potential new species to assimilate carbon sources.
As is shown in Fig. 4a, short-chain fatty acids and amino acids were more frequently
assimilated than carbohydrates, particularly polysaccharides, although some monosac-
charides, such as p-fructose, p-fructose-PO,, and p-glucose, were assimilated by approx-
imately half of the tested strains. Other carbon sources, such as glucuronamide, glyc-
erol, and Tween 40, were also favored by the majority of the novel cave bacteria. The
general genome features of the new bacterial species are listed in Table 2. As shown in
Table 2, the genome sizes of these potential new species range from 2.5 to 6.5 Mb,
coding for 2,507 to 5,725 proteins. The Clusters of Orthologous Groups (COG) database
was used for the classification of the genes in the sequenced genomes (Fig. 4b). The
results revealed that the highest numbers of genes contained by these genomes are
associated with transcription (COG-K), translation (COG-J), and DNA replication and
repair (COG-L) for information storage and processing. For cellular processes and sig-
naling, the genes involved in cell wall/membrane/envelope biogenesis and signal
transduction were commonly abundant in sequenced genomes. Based on our analysis
of the genes associated with metabolism, we found that the cave bacteria preferred
carbon sources composed of amino acids (COG-E) and lipids (COG-l), which agreed
with the results shown in Fig. 4a. We observed that energy production and conversion
(COG-C) and inorganic ion transport and metabolism (COG-P) were also abundant in
the cave bacterial genomes. Notably, a large quantity of the genes in these new bacte-
rial genomes are poorly characterized, and their functions remain to be identified
(COG-S).

Eleven of the 14 new species have flagella, and the genome data mining predicted
that they have the capability for locomotive organ generation (Fig. 4b). For bacteria liv-
ing in complicated and nutrient-limited environments, the ability to migrate toward
favorable environments (chemotaxis) is of importance for survival. We observed that
the genes for chemoreceptors, histidine kinase CheA, and adaptor CheW occurred in
11 of the genomes of the new bacteria, and the number of chemoreceptor genes
ranged from 2 (K2R01-6 and K1W22B-7) to as many as 46 (K2W22B-5). Biofilm forma-
tion has also been reported in regard to the survival of cave bacteria (25-27). Nine of
the newly sequenced cave bacterial genomes have genes related to polysaccharide
biosynthesis. Cross talk between chemotaxis and biofilm formation has also been
reported recently (28), which indicates that coordination of bacterial behavior may
occur in cave microbiomes.

Cultured bacterial genomes and metagenomic data predict metabolisms
relevant to biogeochemical cycling in karst caves. To give an overview of the func-
tional potential of the cultured bacteria from the karst caves, a collection of cave bacte-
rial genomes was established. The collection contains 14 newly sequenced bacterial
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FIG 4 Metabolic overview of the newly isolated bacterial species from the caves. (a) Assimilation of the carbon sources according
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sequenced genomes; the COGs are color coded, with the highest number of genes shown in pink and the genes with the lowest

number shown in green.

genomes (Table 2) and 204 database-derived genomes, representing the bacterial spe-
cies found in the cave isolates in this study (see Data Set S4). These genomes covered
218 of the species found in the cultured bacterial collection and accounted for 72.3%
of all of the isolates in terms of their relative culture frequencies. A total of 1,060,824
genes were recognized by CD-HIT and were finally clustered as a nonredundant gene
catalog containing 857,889 representative sequences. The nonredundant cave gene
catalog was annotated according to the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG), and 7,476 KEGG orthologs (KOs) were identified (see Data Set S5). The genes
involved in genetic information processing (14.6%) accounted for the largest propor-
tion, followed by signaling and cellular processes (11.5%), carbohydrate metabolism
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TABLE 2 General features of the newly cultivated and novel bacterial genomes

Applied and Environmental Microbiology

NCBI accession No. Size No.of  No. of G+C Completeness

Organism no. contigs (Mb) genes proteins content (%) (%)

Azospirillum cavernae strain K2W22B-57 GCA_003590795.1 9 6.461 5,850 5,595 66.0 94.2
Deinococcus cavernous strain K2505-1677 GCA_003590815.1 32 4.566 4,571 4,192 64.0 77.7
Massilia cavernae strain K1502-617 GCA_003590855.1 201 5.439 5,022 4,473 63.6 87.3
Nocardioides caviwatar strain KIW22B-17 GCA_003600895.1 2 3.467 3,334 3,236 69.4 94.3
Noviherbaspirillum cavernae strain K2R10-397 GCA_003590875.1 4 4.665 4,376 4,207 59.9 98.3
Noviherbaspirillum rocha strain K1R23-30" GCA_003591035.1 3 6.495 5,936 5,725 57.5 98.9
Noviherbaspirillum sedimentum strain K1502-237 GCA_003590835.1 4 5.038 4,666 4,484 594 98.8
Oleomonas cavernae strain K1W22B-87 GCA_003590945.1 29 5.643 5,559 5,077 66.7 83.8
Paenisporosarcina cavernae strain K2R23-37 GCA_003595195.1 1 2.537 2,658 2,507 39.8 95.6
Pseudomonas cavernecola strain K1502-6" GCA_003596405.1 8 5.626 5,241 4,830 60.6 98.7
Pseudomonas cavernae strain K2W31S-87 GCA_003595175.1 1 4,950 4,514 4,308 64.5 98.9
Sphingomonas cavernae strain K2R01-6" GCA_003590775.1 5 4.244 4,033 3,878 63.9 91.0
Crenobacter cavernae strain KIW11S-777 GCA_003355495.1 1 3.271 3,167 2,980 65.3 96.9
Solimonas fluminis strain K1W22B-7 GCA_003428335.1 1 5.373 4,807 4,699 67.1 92.0

(9.4%), amino acid metabolism (7.7%), energy metabolism (4.1%), and other metabolic
processes. In addition, we collected 8 metagenome data sets for karst cave sediment,
speleothem, and rock surface samples from previous studies (see Data Set S6). The
data sets were quality controlled, reannotated, and analyzed. The KOs related to the
biogeochemical C/N/S cycling in karst caves were checked in both the cultured ge-
nome collection and the metagenomic data. Combined with the relative culture fre-
quencies of the bacterial isolates, the cultured genome collection and the metage-
nomic data were used to predict metabolic traits relevant to C/N/S cycling in karst
caves.

(i) Carbon metabolism. Analyses of the cultured genome collection and the gene
catalog of the cave bacteria revealed that poly-B-hydroxybutyrate (PHB) and aromatic
compounds may play important roles in biogeochemical carbon cycling in karst caves
(Fig. 5a). A total of 35.8% of the cultured bacteria in our genome collection contain
genes for PHB synthesis, and 33.3% also contain genes for PHB depolymerization (Fig.
5a). Previous studies have shown that stalagmite-trapped polyaromatic hydrocarbons
(29, 30) and aromatic compounds may serve as energy and carbon sources for cave
systems. In our data set, 4-hydroxybenzoate (4HB) degradation genes in the -ketoadi-
pate pathway were abundant, but the genes encoding 3-oxoadipate-CoA transferases
were missing (Fig. 5a). We also found that 57 of the genomes, accounting for 26% of
all of the isolates, harbored genes for carbon monoxide (CO) oxidation (Data Set S6).
Although CO is toxic due to its ability to bind metalloproteins, it has high potential as
an electron donor; thus, it may serve as a favorable carbon and/or energy source in
extreme ecosystems (31-33) and in karst caves. Notably, the only cultured upland soil
cluster alpha (USCa) bacterium (Methylocapsa gorgona MG08), which is a counterpart
of the desired cave bacterial cluster (USCy) in an acidic environment, has been proved
to be able to use CO as an energy source (34). CO oxidation could be coupled with ace-
tate or methane production under anaerobic conditions (35, 36), and under aerobic
conditions, it could provide energy for CO, fixation through the Calvin-Benson-
Bassham (CBB) cycle (37-39). When we mined the genome data set for the existence of
the CBB pathway (40), we found the rbcL gene in 30 genomes, accounting for 14.9% of
the relative abundance.

The CO oxidation gene (cox) in karst cave bacterial genomes can be exemplified by
our newly sequenced Oleomonas cavernae K1W22B-8" (see Table S2 and Fig. S2). The
K1W22B-8" genome harbors CO dehydrogenase genes (coxMSL), the membrane-inte-
gral ATPase gene (coxD), and the xdhC-like genes (coxF and coxl) involved in the Mo=S
group (41). However, it lacks the genes (coxB, coxC, coxH, and coxK) that were identified
in Oligotropha carboxidovorans OM5 (42) and are needed to anchor CO dehydrogenase
to the cytoplasmic membrane, suggesting that the CO dehydrogenase in the K1W22B-
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FIG 5 Overview of the metabolisms of the cave cultured genome collection (a, ¢, and e) and the public cave metagenome data (b, d, f) and
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KO in the metagenome data (accession numbers are shown as x axis labels).

8T strain may be located in the cytoplasm. Interestingly, a soluble methane monooxy-
genase-like gene cluster (smoXYB1C12), which has been proven to be active on G, to
C, alkanes and alkenes in Mycobacterium chubuense NBB4 (43), was also found in the
genome of the K1W22B-8T strain (Fig. S2).

In accordance with the cultured genome collection, the analyses of the metage-
nomic data revealed that the genes involved in PHB synthesis and depolymerization,
4HB degradation, and CO oxidation were not only prevalent but were also abundant in
cave samples (Fig. 5b). In contrast to the cultured genome collection, in which all three
genes involved in the conversion from acetyl-CoA to PHB were detected in 80 bacterial
genomes, acetoacetyl-CoA reductase (PhaB, K00023) was absent in all eight cave meta-
genome data sets. The distribution of the CO dehydrogenase varied among the cave
metagenome data sets for the different samples, and the Portuguese cave samples
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(NCBI accession no. ERR1514431, ERR1514432, and ERR1514433) exhibit a higher CO
oxidation potential than the cave samples from the United States (NCBI accession no.
SRR12350322, SRR11676647, SRR11676930, and SRR11678124) and India (NCBI acces-
sion no. SRR9599867).

(ii) Nitrogen metabolism. Based on our analysis, the NtrC family two-component
system was distributed in 88 of the genomes in the cave bacterial genome collection,
suggesting an intensive regulation of nitrogen metabolism. Eleven of the genomes in
our data set exhibited the potential to fix dinitrogen into biologically available ammo-
nia (Fig. 5¢c). The novel strain Azospirillum cavernae K2W22B-5T, which was isolated
from the water samples and has a high abundance, is representative of these 11
genomes. The genome of strain K2W22B-5T contains all three key operons for nitrogen
fixation, i.e., nifHDK, nifENX, and nifUSV (Fig. S2), which encode the structural part of
nitrogenase, the nitrogenase molybdenum cofactor, and the Fe-S cluster, respectively
(44, 45). Similar to the genetic organization in other Azospirillum species, there is an
fdxB gene (nif-specific ferredoxin 1ll) downstream of the nifENX operon, and a cysE gene
(serine O-acetyltransferase) between the nifUSV operon and the nifW gene (nitroge-
nase-stabilizing/protective protein) (46). Nitrogen fixation demands a large amount of
ATP, and diazotrophic bacteria have several hydrogenase systems to oxidize the nitro-
gen fixation by-product hydrogen (47). The oxygen-tolerant (NiFe)-hydrogenase is
widespread in the domain of bacteria (48), and its coding genes (hyaAB) were also
found in the genome of strain K2W22B-5T.

More than 50% of the cultured bacteria have the potential to perform one or two
steps of dissimilatory nitrate reduction (Fig. 5c). The gene cluster responsible for the
reduction of dissimilatory nitrate to nitrite in the genome of strain K2W22B-57 is
napABCDE, which encodes the enzyme needed to reduce nitrate in the periplasm.
However, more of the genomes in our data set contain narGHI genes, which encode a
membrane-bound nitrate reductase capable of directly producing a proton motive
force during the reduction process (49). The reduction of dissimilatory nitrite to ammo-
nia is encoded by nirBD; in the genome of strain K2W22B-57, the genes for nitrate/ni-
trite transport are encoded by nrtABCD (Fig. S2 and Table S2).

In contrast, analysis of the metagenomic data did not reveal a complete dissimila-
tory nitrate reductase. Either the gamma subunit of the membrane-bound nitrate re-
ductase (Narl, KO0374) or the electron transfer subunit of the periplasmic nitrate reduc-
tase (NapB, K02568) was missing. Nitrite reductases were prevalent and abundant in all
8 metagenomic data sets (Fig. 5d). Nitrogenase exhibited different distributions in the
cave metagenome data, and it was more abundant in Hawaiian cave samples (NCBI
accession no. SRR12350322, SRR11676647, SRR11676930, and SRR11678124) than in
other samples.

(iii) Sulfur metabolism. Genes encoding dissimilatory sulfate reduction were rarely
detected; however, both the cultured cave bacterial genomes and the metagenomic
data contained encoded enzymes needed for assimilatory sulfate/sulfite reduction or
the reduction of thiosulfate to sulfide (Fig. 5e and f). Based on our analysis, 71.1% and
36.1% of the genome collection (Fig. 5e) exhibited the potential for the oxidation of
thiosulfate and sulfite, respectively, suggesting that thiosulfate and sulfite may be im-
portant molecules for the biogeochemical cycling of sulfur in karst caves.

Validation of the 3-ketoadipate pathway and identification of the “missing” 3-
oxoadipate-CoA transferase in the cultured bacterial genomes. As was predicted
above, the B-ketoadipate pathway for aromatic compound degradation (assigned as
the xenobiotics metabolism in the KEGG) (Fig. 6b) was quite abundant in both the cul-
tured bacterial genomes and the metagenome data. Surprisingly, the genes encoding
3-oxoadipate-CoA transferase (pcalJ) were not annotated by the Automatic Annotation
Server (KAAS) tools in the cultured genome collection (Fig. 5a), but they were anno-
tated in the metagenomics data (Fig. 5f) (data accession numbers K01031 and K01032).
Thus, we extracted the annotated genes (K01031/K01032) from the metagenomic data
and performed a blast search against the cultured bacterial genomes. The top 16 hits
showing sequence identities of =47% were collected and considered candidate pcalJ
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FIG 6 Representative genetic clusters (a) and B-ketoadipate pathway (b), and the two 3-oxoadipate-CoA-transferase
gene clusters (c) and their enzymatic activity in the pathway (d). The red percentages in panel a indicate the amino
acid similarities between the cave isolates and strain ATCC 35469. The controls in panel d summarize three conditions:
the assay mixture without enzyme, with K5Pcal) but without succinyl-CoA, or with 30Pcal) but without succinyl-CoA.

genes of the cultured bacterial genomes (see Table S3). Based on the NCBI and KEGG
annotations, we further manually screened the cultured genome data for any continu-
ous genetic clusters of the [B-ketoadipate pathway and any pcal) candidates. We
obtained a total of 55 genomes that harbored candidate 3-oxoadipate-CoA transferase
genes within the genetic clusters of the B-ketoadipate pathway. Two representative
genetic clusters from the genomes of strains K2W22B-5T and K1R23-30" are shown in
Fig. 6a. The sequences of pcal and pcaJ, which encode the two subunits of 3-oxoadi-
pate-CoA transferase, were extracted from 55 genomes and were concatenated for
phylogenetic analysis. The results revealed that the candidate 3-oxoadipate-CoA trans-
ferase genes were grouped into two clusters. Cluster | was composed of 26 candidate
genes, which mainly originated from the Pseudomonas species that has been exten-
sively investigated for aromatic compound degradation. Cluster Il was composed of 29
candidate genes, and their hosts were very diverse (Fig. 6b). We tested two strains
(K2W22B-5T and K1R23-307) and confirmed that both were able to grow with 4-hydrox-
ybenzoate as the sole carbon source (see Fig. S3). We further cloned and expressed
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their candidate pcalJ genes in Escherichia coli. The expressed Pcal) products were puri-
fied, and 3-oxoadipate-CoA transferase activities were demonstrated (Fig. 6d).

DISCUSSION

In this study, we performed a large-scale intensive cultivation of cave microbiomes,
and 3,562 bacterial isolates representing 329 species were obtained. Previous studies
of the cultivation of cave bacteria have suggested that the cultivation of cave microor-
ganisms could be challenging, because the conventional culture media used in labs
would result in osmotic stress on cave bacterial cells, which are adapted to nutrient-
poor cave environments (50). To increase the cultivability of cave bacteria, we used
R2A medium, which has been demonstrated to be effective for oligotrophs (51-53).
We also adopted a strategy that transferred all of the visible colonies for sequential cul-
tivation. Although this strategy was laborious and contained a bias that could possibly
be overcome by using diluted nutrient culture medium, lower temperatures, or an
extended cultivation time, we still obtained the largest collection of cave bacteria to
date. Based on the evaluation using the 16S rRNA gene abundance, our cave isolates
represent 75% for the highest and approximately 28.7% to 31.1% on average of the
16S rRNA gene abundances from previous data sets for karst caves. This result verifies
that our cultures represent the major microbial community in karst caves relatively
well. Our culture collection is characterized by the predominance of the Proteobacteria,
Actinobacteria, and Firmicutes members, but it also contains other bacterial groups
found in cave habitats, including Bacteroides and Deinococcus-Thermus. Notably,
Proteobacteria and Actinobacteria represent the most ubiquitous bacterial groups
detected in cave environments (54-56). At the genus level, Brevundimonas of
Proteobacteria was most frequently cultivated in this study, and it has been found to
be abundant in other oligotrophic caves (57). The genus Streptomyces of Actinomycetes
was also predominant in this study, and members of the cave-originated Streptomyces
have been used for the selection of new antibiotics (58). Although the two caves we
studied have not been open to tourists, they both contained Bacillus and Paenibacillus
of the phylum Firmicutes, which have also been found in a cave open to tourists, i.e.,
Kartchner Caverns (54).

Microbial metabolisms are the major driving force of biogeochemical cycling in
cave ecosystems. The results of culture-independent methods have predicted the gen-
eral metabolic reactions of these microbial communities, but which organism plays
what role remains to be specified. In this study, we collected 204 cultured bacterial ref-
erence genomes from public databases that corresponded to our bacterial isolates and
sequenced 14 new bacterial species. These 218 bacterial genomes were analyzed to
dissect their specific metabolic traits that are relevant to the biogeochemical cycling of
C/N/S in cave environments. For examples, the CO oxidation and N, fixation abilities of
the newly cultivated Oleomonas and Azospirillum species, respectively, may reduce car-
bon and nitrogen limitations in cave environments. In nutrient-limited habitats, micro-
organisms are forced to use any available nutrient to survive (59). A range of bacteria
in Movile Cave were able to grow on one-carbon (C,) compounds (60). In addition to
Oleomonas species, we also obtained facultative methylotrophic bacteria such as
Methylorubrum aminovorans, Methylorubrum thiocyanatum, Methylobacterium hispani-
cum, and Methylibium petroleiphilum. Recently, a clade of uncultured methanotrophs
that are believed to have a high affinity for oxidizing atmospheric methane in caves
have received a great deal of attention (15). Although methane oxidization was not
confirmed, the Oleomonas species found in our study exhibit the potential to oxidize
C, to C, alkanes, providing a new perspective for research on alkane oxidation in cave
environments. Regarding nitrogen limitation, evidence has been found for the exis-
tence of nitrogen fixation genes in other cave water niches (61). We determined that
more than 6% of all of the isolated strains, including the newly cultivated Azospirillum
species, have the potential to fix N, into ammonia. Notably, Azospirillum griseum in
eutrophic river water (62), which is the closest phylogenetic neighbor of the newly
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cultivated cave Azospirillum species, does not contain any nitrogen fixing genes.
Future studies of these two Azospirillum species may provide hints to the evolution of
nitrogen fixation at the genomic level.

The B-ketoadipate pathway is widely distributed in soil bacteria and fungi (63), but
it has not been documented in the microbiomes in karsts caves. In this study, we
observed abundant genes encoding the B-ketoadipate pathway in both the cultivated
bacterial genomes and the previously reported metagenomic data sets (NCBI accession
no. ERR1514431, ERR1514432, ERR1514433, SRR9599867, SRR12350322, SRR11676647,
SRR11676930, and SRR11678124). We further found that the pcal) genes from 55 of
the cultivated genomes grouped into two clusters according to their sequences, and
we experimentally identified the 3-oxoadipate-CoA transferase activities of two of the
newly cultivated representative bacterial strains. The results of this study demonstrate
the power of studies conducted using a combination of culture-dependent and meta-
genomic methods, and the pcalJ sequences of the two clusters provide highly valuable
information for improving future pcalJ annotation using the KAAS tools.

MATERIALS AND METHODS

Caves. All of the samples were collected from two unexploited karst caves, designated cave 1 (28°
12'37.74'" N; 107°13'38.34'' E) and cave 2 (28°12'35.94"' N; 107°13'39.66'' E) in the Kuankuoshui Nature
Reserve, Zunyi, Guizhou Province, China. The nature reserve was established in 2007 because of the sub-
tropical forests and rare animals it contains. Except for its clasolite-based erosional landform in the cen-
tral-southern areas, the nature reserve predominantly contains karst landforms developed from carbon-
ate rocks. The annual average temperature of the nature reserve is 11.6 to 15.2°C, and the annual
average relative humidity is more than 82% (64). Both cave 1 and cave 2 are horizontally zonal, and each
has only one entrance hidden on a hillside in the forest. Cave 1 is 908 m above sea level and 400 m in
length, and the humidity and temperature at the time of the sampling were 75% to 80% and 21 to 22°C,
respectively. Cave 2 is 930 m above sea level and 750 m in length, and the humidity and temperature at
the time of sampling were 75% to 85% and 20 to 23°C, respectively.

Sample collection. The sampling procedure has been described by Zhang et al. (65). The samples
were collected from the entrance to the deep part of the cave, and each sampling site was at least 100
m from the next site. Briefly, 10 ml of seeping or stream water was collected in 15-ml sterile centrifuge
tubes at each site. Ten grams of shallow sediment (~1 to 5cm) was collected from three sites after
removing the surface layer (~1cm). Rock samples were collected from five different orientations at each
sampling site and were sealed in germfree Ziploc bags (66). All of the samples were kept at 4°C until fur-
ther processing. A total of 42 samples were obtained from the two caves (cave 1 and cave 2), of which,
20 samples were collected from cave 1 (4 sediment, 8 water, and 8 rock samples) and 22 samples were
collected from cave 2 (6 sediment, 11 water, and 5 rock samples).

Bacterial isolation and cultivation. Two grams of sediment sample was suspended in 18 ml of ster-
ile saline solution (NaCl, 0.85% [wt/vol]) and shaken for 30 min at room temperature. Two milliliters of a
water sample was added to 18 ml of sterile saline solution and mixed thoroughly. The rock samples
were weighed and placed in enough sterile saline solution to achieve a weight-to-volume ratio of 1:10,
and then they were shaken for 30 min at room temperature. Tenfold serial dilutions were made using
sterile saline solution, and 0.2 ml of the diluent with an appropriate concentration was spread on R2A
medium (Reasoner’s 2A agar) (67) in triplicate. The spread plates were incubated at 30°C for 48 to 72 h,
and then the colonies were picked and restreaked to confirm their purity.

Identification of the cave bacteria. Amplification of 16S rRNA genes was accomplished using uni-
versal bacterial primers 27F (5'-AGAGTTTGATCTGGCTCAG-3’, corresponding to positions 8 to 27 of E.
coli) and 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’, corresponding to positions 1510 to 1492 of E. coli). The
cells were collected from the agar plates and lysed in 2 ul of alkaline lysis solution (0.2 M NaOH, 1% SDS)
for 5min, and then 98 ul of double-distilled water was added to the lysis system and mixed thoroughly
as an amplification template.

The 50-ul PCR mixture contained 1 ul of template, 1 ul (10 pmol) of each primer, and 47 ul of 1.1x
Golden Star T6 Super PCR Mix (TsingKe Biotech, Beijing). The amplification conditions were as follows:
initial denaturation (2 min at 94°C), 30 cycles of denaturing (30s at 94°C), annealing (30's at 55°C), and
extension (1 min at 72°C), and a final extension (72°C for 5 min). Five microliters of each of the PCR prod-
ucts was visualized on a 1% agarose gel stained with YeaRed nucleic acid gel stain (Yeasen Biotech,
Shanghai).

The amplified 16S rRNA genes were sequenced and then aligned using BLAST+ against NCBI's 16S
microbial database (68). The biochemical characteristics of the novel species were determined using
Biolog GEN III kits according to the manufacturer’s instructions. The average nucleotide identity (ANI)
values between new species and their close relatives were calculated using the ChunLab’s online ANI
calculator (69). Digital DNA-DNA hybridization (dDDH) was performed on the novel species and their
close relatives using the Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC2.1) (70).

Diversity and phylogenetic analysis. The diversity indices were calculated using the free license
statistical software PAST (71). All of the statistical analyses of the data were performed in R version 3.4.2
(https://www.R-project.org/). The normal distributions of the data were checked using the Shapiro-Wilk
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TABLE 3 Bacterial strains, plasmids, and primers used in this study

Applied and Environmental Microbiology

Strain, plasmid, or primer Description Source or sequence
Strains
Azospirillum K2W22B-57 4HB-degrading strain This study
Noviherbaspirillum K1R23-30" 4HB-degrading strain This study
E. coliBL21 (DE3) Protein expression host TransGen
Plasmids
pET-28a(+) Gene expression vector Novagen
pET-28a-k5pcal) pET-28a(+) carrying pcal and pcaJ of strain K2W22B-57 This study
pET-28a-30pcall pET-28a(+) carrying pcal and pcaJ of strain K1R23-30" This study
Primers
k5pcalJ-F For PCR of pcal and pcaJ of K2W22B-57 GACGCATATGGCGCTCATCACACCC
k5pcal)-R For PCR of pcal and pcaJ of K2W22B-5T CCCAAGCTTACCCTCCGAACTGGTGCT
30pcal)-F For PCR of pcal and pcaJ of K1R23-30" GCGGCATATGATCAATAAAATTTGCACTTCC
30pcal)-R For PCR of pcal and pcaJ of K1R23-30" ATCCAAGCTTATTGGGGATATACGTCAGCG

test, and the homoscedasticity of variances was analyzed using Bartlett’s test. The significant differences
in the variances of the parameters were evaluated using the analysis of variance (ANOVA) test or
Student’s t test, and post hoc comparisons were conducted using Tukey’s honestly significant difference
test. The principal-coordinate analysis (PCoA) was conducted using the vegan package in R (https://
CRAN.R-project.org/package=vegan). To statistically support the visual clustering of the bacterial com-
munities in the PCoA analyses, the different cave substrates were compared using permutation-based
hypothesis tests (PERMANOVA). Visualization of the diversity and distributions of the cave isolates was
performed using the ggplot2 package in R unless otherwise stated (72). The Venn diagrams were plotted
using the VennDiagram package in R (73).

The phylogenetic trees were established using the neighbor-joining algorithm. The relative evolu-
tionary distances among the sequences were calculated using the Kimura 2-parameter model, and the
tree topology was statistically evaluated using 1,000-bootstrap resampling (74). The phylogenetic trees
were constructed using MEGA7 software (75), and they were further modified using iTOL (Interactive
Tree of Life) (76).

Whole-genome sequencing and functional annotation. The genomic DNA was extracted using a
Wizard genomic DNA purification kit (Promega, USA) according to the manufacturer’s instructions, and
then it was sheared into 10-kb segments using a Covaris g-TUBE (Covaris, USA). AMPure XP beads
(Beckman Coulter, USA) were used to purify the segmented DNA, and a PacBio SMRTbell template prep
kit (PacBio, USA) was used to prepare the segments for sequencing. The SMRTbell templates were
annealed with primers and combined with polymerase using a PacBio DNA/polymerase kit (PacBio,
USA), and finally, they were sequenced on a PacBio RS Il platform.

The sequence assembly was performed in the PacBio SMRT Analysis version 2.3.0 platform using the
RS_HGAP_Assembly.2 protocol (77). FinisherSC was subsequently used to further polish the assemblies
(78). The final assemblies were annotated following the NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline
(79), and their metabolic potentials were predicted using the KEGG Automatic Annotation Server (KAAS)
(80) and the eggNOG-mapper (81). The completeness of each bacterial genome was evaluated using
BUSCO (82). The nonredundant gene catalog of the cultured cave bacteria was obtained using CD-HIT
(83). Amino acid sequences with more than 90% similarity and 80% coverage were assigned as one
cluster.

16S rRNA gene amplicon and metagenome analysis. 165 rRNA amplicons and the metagenomes
of the cave samples were downloaded from the NCBI Sequence Read Archive (SRA) using the sra-toolkit
v2.8.2. For the 16S rRNA gene amplicon analysis, VSEARCH v0.9.11 was used to merge paired-end
sequences and for quality control (fastq_maxee =0.01) (84). The singletons and chimeras were removed,
and the OTUs were obtained using the UNOISE algorithm in USEARCH v11.0.667 (85, 86). Nonbacterial
sequences and sequences representing OTUs with an average relative abundance of less than 0.00001
were filtered out using QIIME v1.9.1 (87). BLAST+ v2.10.1 was used to construct the cultured cave bacte-
rial 16S rRNA gene database and to align the amplicon data against this database (68).

The quality control of the metagenome data was performed using KneadData v0.7.4 (http:/
huttenhower.sph.harvard.edu/kneaddata); a sliding window was set as 4 bp to filter bases with a quality
value of less than 20, and the filtered sequences with a length of less than 50 bp were dropped. Samples
with less than 10,000 reads after quality control were removed. The resulting sequences were assembled
using MEGAHIT v1.2.9 (88). Prokka v1.14.6 was used for the gene annotation (89), and then CD-HIT
v4.8.1 was used to construct a nonredundant gene catalog (83). The nucleotide sequences in the gene
catalog were translated into amino acid sequences using EMBOSS v6.6.0 (90), and then they were func-
tionally annotated using eggNOG-mapper v2.0.1 (81). Salmon v1.3.0 was used to quantify the genes in
each sample (91).

3-Oxoadipate-CoA transferase expression, purification, and activity assay. The bacterial strains,
plasmids, and primers used for the 3-oxoadipate-CoA transferase expression are listed in Table 3. The
genomic DNA of strains K2W22B-5" and K1R23-30" was prepared as described above. PCR amplification
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of the target DNA fragments was performed using Phusion high-fidelity DNA polymerase (New England
Biolabs, USA). The vector plasmids and DNA fragments were digested using restriction endonucleases
Ndel and Hindlll (New England Biolabs), and then they were ligated using T4 DNA ligase (New England
Biolabs). After the ligation, pcal and pcaJ were given a 6xHis tag at the N terminus and C terminus,
respectively.

To prepare the 3-oxoadipate-CoA transferase of strains K2W22B-5" and K1R23-307, E. coli BL21(DE3)
strains carrying pET-28a-k5pcal) and pET-28a-30pcal) were grown in Luria-Bertani (LB) broth supple-
mented with 50 ug/ml of kanamycin at 37°C until the cell density (optical density at 600 nm [ODg,))
reached 0.3 to 0.4. Protein expression was induced using 0.3 mM isopropyl-3-p-thiogalactopyranoside
(IPTG) at 16°C overnight. The cells were harvested by centrifugation, and then they were lysed using
ultrasonication. Protein purification was performed with a Hisbind purification kit (Novagen, USA)
according to the manufacturer’s instructions. An Amicon Ultra-15 centrifugal filter (Merck Millipore, USA)
was used for buffer desalting and protein concentration.

The 3-oxoadipate-CoA transferase assays were performed as described by MacLean et al. (92). The
assay mixture included 200 mM Tris-HCI (pH 8.0), 40 mM MgCl,, 10 mM 3-oxoadipate, and 0.4 mM succi-
nyl-CoA (Sigma-Aldrich, USA) with a final volume of 200 ul (path length, 0.52 cm). Ninety-six-well micro-
titer plates with UV-transparent flat bottoms (Corning, USA) and a multimode plate reader (PerkinElmer,
USA) were used to monitor the formation of 3-oxoadipyl-CoA with Mg?* at 305 nm over a temperature
range of 23 to 24°C. The molar extinction coefficient of 16,300 M~'cm™" corresponding to the 3-oxoa-
dipyl-CoA:Mg?* complex was used to calculate the productivity (93).

Data availability. The 16S rRNA genes of the cave bacterial isolates in this study are presented in
Data Set S1 in the supplemental material. The 14 newly sequenced cave bacterial genomes have been
deposited in the NCBI GenBank and are available under BioProject PRINA490657. The accession num-
bers of all of the bacterial genomes analyzed in this study are presented in Data Set S3. The accessions
and sample descriptions of the 16S rRNA gene amplicon and metagenome data used in this study are
presented in Data Set S7. The representative strains of the previously described bacterial species
obtained in this study are publicly available in the China General Microbiological Culture Collection
Center (CGMCC), and the accession numbers of all strains are listed in Data Set S8.
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SUPPLEMENTAL FILE 1, PDF file, 0.7 MB.
SUPPLEMENTAL FILE 2, XLSX file, 0.4 MB.
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