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RESUMO

O presente trabalho surge no ambito da XIV Expedigéo Cientifica a Santa Maria/2009,
do Departamento de Biologia da Universidade dos Agores. Durante esta expedi¢do foram
amostrados habitats cavernicolas de duas grutas litorais da llha de Santa Maria: Furna Velha
(ou das Pombas) e Gruta de Santana (ou dos Anjos). As amostragens consistiram,
maioritariamente, em amostras de biofilmes nos locais em que estes foram detectados a olho
nu. Amostras complementares de agua, sedimentos e material encrostante foram recolhidas
em algumas areas. O estudo realizado insere-se no objectivo geral de caracterizagado da
biodiversidade microbiana troglébia do arquipélago, em particular, neste trabalho, das
comunidades microbianas associadas as grutas resultantes da erosdo marinha da ilha mais
antiga dos Agores.

INTRODUGAO

O Arquipélago dos Agores, constituido por nove ilhas de natureza vulcénica, situa-se
no Atlantico Norte, entre as latitudes 37°-40° N e as longitudes 25°-31° W. O conjunto das
ilhas toma, de uma forma geral, uma direccdo WNW-ESSE. A llha de Santa Maria, a mais
oriental do arquipélago, constitui juntamente com ailhade S. Miguel o Grupo Oriental.

As ilhas representam a parte emersa da designada plataforma dos Agores, que é
definida pela curva batimétrica dos 2000m (Needham & Francheteau, 1974). Esta area
corresponde, por outro lado, ao contacto de trés placas litosféricas: a Norte Americana, a
Euroasiatica e a Africana. A Ilha de Santa Maria apresenta caracteristicas climaticas e
geomorfologicas distintas das restantes ilhas do arquipélago. Para além de ser a ilha mais
antiga dos Acores, € também a ilha em que as formagbes geoldgicas apresentam maiores
indices de alteragdo e um maior grau de eroséo (Nunes et al., 2007).

O litoral da llha de Santa Maria possui grande valor paisagistico e é nas arribas e baias
da ilha que se encontra a maioria das entradas para as grutas ou furnas. Estao actualmente
inventariadas quatro grutas litorais nesta ilha formadas através de processos de erosao
marinha: a Furna de Santana (ou dos Anjos), a Furna do Ilhéu do Romeiro, a Furna Velha (ou
das Pombas) e a Gruta das Figueiras (Figura 1) (Nunes et al., 2007). Amaioria das cavidades
subterraneas do arquipélago (furnas ou grutas e algares) corresponde a cavidades
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vulcanicas. Contudo, as grutas de Santa Maria s&o distintas do ponto de vista da sua génese,
visto resultarem da erosao marinha (www.speloazores.com).

Figura 1 - Modelo digital do terreno com a localizagdo geografica das grutas litorais de Santa Maria, incluindo as
abordadas neste estudo: Furna de Santana (ou dos Anjos) e Furna Velha (ou das Pombas). Fonte: Nunes et al., 2007.

As grutas e cavernas sao ecossistemas frageis, com comunidades Unicas devido ao
elevado grau de endemismos (Borges et al., 2004). Existem cerca de 250 cavidades
subterraneas naturais inventariadas no Arquipélago dos Acores (www.speleoazores.com).
Algumas destas cavidades sdo auténticas “ilhas” do ponto de vista de isolamento
biogeografico e albergam uma fauna Unica, como por exemplo as aranhas e escaravelhos do
Algar do Carvéo, Terceira (Borges & Pereira, 2004), e o escaravelho da Gruta de Agua de
Pau, S. Miguel (Oromi & Borges, 1991). Recentemente, tém vindo a ser desenvolvidos alguns
trabalhos no que diz respeito aos briofitos caracteristicos da zona de transi¢édo de luz, perto
das aberturas exteriores destas cavidades (Gabriel ef al., 2004). Contudo, pouco se sabe
sobre as comunidades microbianas associadas a estas estruturas. E possivel que, a
semelhanga do que acontece em outras regides cavernicolas, nas zonas mais interiores das
grutas, muitos destes microorganismo possuam metabolismos quimiossintéticos e sirvam de
base as teias alimentares destes ecossistemas.

Estudos dos ecossistemas microbianos dos Agores tém incidido, maioritariamente,
sobre as comunidades de habitats dulgaquicolas (Gongalves et al., 2005; 2007) ou em
ecossistemas hidrotermais (Aguiar, 1999; 2005; Aguiar et al. 2004). Um dos objectivos deste
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trabalho foi estudar a composigéo da comunidade microbiana trogldbia utilizando técnicas de
ecologia microbiana n&o tradicionais (Aguiar, 2005; Camara et al., 2009). Estas amostragens
foram direccionadas de modo a privilegiar o estudo de comunidades microbianas
quimiossintéticas troglébias e de comunidades microbianas formadas maioritariamente por
cianobactérias possivelmente adaptadas a condi¢des de baixa exposigao a luz solar.

METODOLOGIA

Em virtude da limitagdo de tempo e dos meios logisticos disponiveis para a realizacdo
do trabalho, seleccionaram-se apenas duas furnas (ou grutas) para efectuar o estudo: Furna
Velha e Furna de Santana (Figura 1). Ambas as estruturas estéo localizadas na Freguesia de
Vila do Porto, no Concelho com o mesmo nome. AFurna Velha estende-se ao longo de 337 m
enquanto que a Furna de Santana é mais curta, com cerca de 118 m de comprimento. Apesar
de possuirem largura maxima semelhante, a Furna Velha possui sec¢des mais altas (max.
14,5 m) que a Furna de Santana (max. 8,6m) (www.speleoazores.com).

As amostragens biolégicas consistiram na recolha de biofilmes para frascos estéreis,
que foram resguardados da luz solar até serem processados. Foram efectuadas colheitas em
seis zonas distintas na Furna Velha (Figura 2) e em trés zonas distintas da Furna de Santana
(Figura 3). A escolha dos locais de colheita em cada gruta foi feita tendo em conta o aspecto
macroscoépico e a localizagdo dos biofilmes microbianos que revestiam as paredes das furnas
e que eram passiveis de detecgdo a olho nu.
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Figura 2 - Topografia da Furna Velha com a localizagéo das zonas de colheita de amostras bioldgicas assinalada
pelos circulos (a, b, c, d, e, f). Adaptado de: Nunes et al., 2007.
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Por cada amostra bioldgica recolhida foram processadas duas réplicas para estudos
filogenéticos (estudos de marcadores de DNA) da composigado comunidade microbiana. O
material biologico destas duas réplicas foi preservado em 50% etanol. As amostras foram
armazenadas a -20°C até a chegada ao Departamento de Biologia, onde foram colocadas na
camara ultracongeladora a -86°C, para armazenamento a médio prazo. O DNA destas
amostras sera posteriormente extraido e separado utilizando a técnica de electroforese em
gel com um gradiente quimico desnaturante (DGGE), como descrito em Aguiar (2005). Além
das amostras para a analise de DNA da comunidade microbiana, também se acondicionaram
amostras para microanalise com sonda de raio-X (Camara et al., 2009) e amostras que seréao
posteriormente utilizadas em microscopia Optica e microscopia de epifluorescéncia com
sondas filogenéticas (FISH) (Aguiar, 1999; 2005).
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Figura 3- Topografia da Furna de Santana com a localizagdo das zonas de colheita de amostras bioldgicas assinaladas
pelos circulos (a, b, ¢). Adaptado de: Nunes et al., 2007.

As amostras bioldgicas para microandlise de quimica elementar com sonda de raio-X
foram congeladas para transporte e armazenamento até serem processadas em S. Miguel.
Posteriormente foram colocadas sobre suportes de microscopia electrénica de varrimento.
Os suportes com as amostras foram colocados a secar numa estufa a 90°C durante 24 horas.
Ao fim deste tempo as amostras foram recobertas com uma fina camada de carbono e foram
analisadas com a sonda de raio-X utilizada para microanalise. S6 elementos cuja
concentragdo na amostra seja superior a 0,1% sao detectados (Camara et al., 2009). Em
cada amostra seleccionaram-se trés areas aleatorias nas quais se efectuaram seis leituras ao
acaso. Utilizou-se a média dos valores destas leituras pontuais como representativa da
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composigao quimica elementar da amostra. Foram subtraidos da analise os valores de
carbono e oxigénio do suporte utilizado para determinar a linha de base da analise.

RESULTADOS

Em ambas as furnas estudadas foram detectadas vastas extensbes de tapetes de
cianobactérias a entrada das cavidades (Figura 4). Apos o desaparecimento da luz visivel
quase todos os tapetes/biofilmes microbianos encontrados apresentavam um aspecto palido
(Figura 5. a-c), com auséncia de pigmentacao de cores fortes, com excepgéo de uma zona da
Furna Velha, no troco da direita (FVe, Figura 2), em que os tapetes microbianos
apresentavam alguma pigmentagao esverdeada (Figura 5.e).

A Furna Velha possui uma maior biodiversidade macroscopica quando comparada
com a Furna de Santana. E possivel observar no interior da Furna Velha tapetes microbianos
encrostantes com elevado grau de mineralizagao (FVa) (Figura 5.a) e tapetes/biofiimes
microbianos extensos que retém maior teor de agua (FVb-d) (Figura 5.b-d). Foram ainda
detectados, em ambas as grutas, extensos biofilmes espessos, de coloragao branca e/ou
creme, com porgdes de aspecto mucilaginoso e hidrdfilas, alternados com porcdes de

Figura 4 - Aspecto das entradas pela linha de costa para as duas furnas em consideragéo neste estudo. a. Entrada paraa
Furna Velha com as paredes revestidas na area mais externa por briofitos que séo substituidos por extensos tapetes de
cianobactérias. b. Entrada para a Furna de Santana onde liquenes se misturam com briéfitos. c. Detalhe da parede perto
daentrada daFurnade Santana.
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a. d.

Figura 5 - Diversos aspectos dos tapetes/biofilmes microbianos amostrados no interior da Furna Velha. a. Recolha
tapetes microbianos encrostados de minerais na zona designada por FVa e FVb. b. Biofiimes microbianos
mucilaginosos revestem as paredes da gruta numa regido mais interior da Furna Velha. A tampa do tubo de
criopreservacéo de 2 ml serve de escala. Amostra da area FVb. c. Aspecto macroscopico geral do biofilme microbiano
que revestia parte da parede do trogo da direita na Furna Velha (FVd). d. Detalhe do biofilme da area FVd em que é
possivel observar as superficies mucilaginosas himidas em contraste com as areas hidréfobas. e. Detalhe dos
tapetes/biofilmes encrostantes encontrados na area de amostragem designada de FVe que apresentam alguma
pigmentagao verde. f. Colheita da amostra na area FVf em que se encontram maioritariamente tapetes microbianos
altamente mineralizados.
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Até ao momento foi apenas analisada a composi¢do quimica elementar de uma das
amostras colhida no interior da Furna de Santana (Figura 6). Espera-se processar durante os
préximos meses as restantes amostras biolégicas de modo a efectuar a comparagéo entre os
biofilmes da mesma gruta. Pretende-se, ainda, correlacionar a composi¢do quimica com a
estrutura das comunidades microbianas visto que a composigdo quimica se encontra
relacionada com o metabolismo predominante da comunidade (Aguiar, 2009).

Br

Figura 6 - Composigdo quimica elementar do biofilme recolhido na Furna de Santana na area b da furna (Figura 3)
designada por amostra FSb. Cerca de 85% da amostra é constituida por carbono (C) e oxigénio (O) seguido por sédio
(Na), magnésio (Mg), silica (Si) e enxofre (S).

DISCUSSAO E CONCLUSOES PRELIMINARES

A partir da composi¢ao quimica elementar obtida para o Unico biofilme analisado até
ao momento com a micro-sonda de raio-X (Figura 6), conjuntamente com a analise das
imagens de microscopia optica e electronica de varrimento (observagdes), foi possivel
confirmar que, mesmo as amostras altamente mineralizadas (Figura 5), possuiam uma
elevada diversidade de microrganismos metabolicamente activos. Para além da esperada
elevada composigéo de carbono (C) e oxigénio (O) elementares foram ainda detectadas
elevadas quantidades de silica (Si) e enxofre (S) no biofilme analisado (Figura 6). E provavel
que o racio de elementos quimicos detectados com a micro-sonda de raio-X varie consoante
a composigao bioldégica da comunidade microbiana a semelhancga do detectado em biofilmes
termais em que os microrganismos funcionam como agentes nucleadores de minerais que
directa ou indirectamente séo utilizados no metabolismo microbiano da comunidade (Aguiar,
2009; Camara et al., 2009).

Estudos efectuados na comunidade de artrépodes cavernicolas marienses indicam
claramente uma maior diversidade bioldgica na Furna Velha e Furna de Santana em relagéo
as outras grutas da ilha (Pereira et al., in press). Os resultados de diversidade microbiana
obtidos até ao momento sdo apenas dados preliminares. A identificagdo taxonémica dos
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principais grupos microbianos constituintes das comunidades troglébias marienses so sera
possivel apos a analise molecular das amostras acondicionadas para estudos de DNA. E
possivel no entanto afirmar que na altura da amostragem (Verao de 2009) a biodiversidade
microbiana era maior na Furna Velha quando comparada com a diversidade morfolégica dos
biofilmes microbianos da Furna de Santana. Partindo do principio que a amostragem
efectuada é representativa da biodiversidade caracteristica das grutas em estudo, pode-se
entender que a maior biodiversidade detectada na Furna Velha sera devido a existéncia de
maior variedade de nichos ecoldgicos resultantes de uma maior extensao da gruta (337 m)
quando comparada com a da Furna de Santana. Adicionalmente, a Furna Velha encontra-se
numa arriba com acesso dificil, em contraste ao que ocorre com o acesso para a Furna de
Santana. O maior grau de dificuldade no acesso acaba por reduzir a acgéo antropogénica
sobre o ecossistema. O efeito negativo da presséo antrépica na biodiversidade microbiana de
extremdfilos nos Acgores foi ja observada em ambientes termais (Aguiar, 1999) e parece ser
semelhante nestes ambientes troglébios.

De acordo com dados do IPEA - Inventario de Patrimoénio Espeleoldgico dos Agores
(Constancia et al., 2004) e trabalhos em curso do GESPEA Grupo de Estudo do Patrimoénio
Espeleoldgico dos Acores, a Furna Velha, tendo em conta as suas caracteristicas geoldgicas,
bioldgicas, espectacularidade e integridade, é a mais importante da ilha (Classe B), sendo as
restantes grutas da Classe C, isto &, de menor importancia cientifica. Contudo, seria
importante incluir ambas na lista de grutas com valor cientifico tendo em conta que sao as
grutas de erosao de maior extensdo no arquipélago e que se encontram na ilha mais antiga
dos Acores (Feraud et al., 1981). Tanto a idade geoldgica como a extens&o das estruturas
subterrdneas podem ser entendidas como indicadores de isolamento prolongado dos
organismos residentes que podera estar na origem de consoércios microbianos Unicos.
Futuramente, sera possivel comparar a composicdo das comunidades microbianas
trogldbias de Santa Maria com a de outras cavidades subterraneas dos Agores.
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