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Resumo

As bactérias se apresentam no ambiente como comunidades organizadas em
diferentes graus de complexidade, principalmente na forma de biofilmes. A formacao
destas estruturas em ambiente aquatico se inicia com a associacdo de bactérias
planctonicas, tendo grande importancia em processos de ciclagem de matéria
organica, respiragdo e produgéo primaria. Dessa forma, & importante compreender
esse estagio inicial da formacdo de biofilmes. A caracterizacdo das comunidades
plancténicas em dois reservatorios, um em pré-aguecimento, outro em pos-
aquecimento, contendo agua de lavagem de embalagens de herbicidas, foi feita por
meio de extracdo de DNA, sequenciamento em plataforma Illumina, e avaliacdo das
sequéncias por meio de uma abordagem de metagendmica artificial. Os agrotoxicos
presentes na agua em ambos 0s reservatorios, e a alta temperatura no reservatorio
2, tiveram efeitos seletivos direcionais sobre as comunidades planctonicas, levando
a comunidades plancténicas distintas, em termos estruturais e funcionais, em cada
um dos reservatorios.

Introducao

As bactérias apresentam-se nos ambientes aquosos tanto na forma planctonica
guanto na forma séssil (Costerton et al., 1999), sendo que a maior parte da atividade
bacteriana estd concentrada em biofilmes (Kasnowski et al., 2010), e portanto se
caracteriza como essencial em processos de ciclagem da matéria organica,
respiracdo e producao primaria, portanto na base da cadeia alimentar (Battin et al.,
2016). Quando o biofilme atinge uma determinada massa critica e o equilibrio
dindmico é alcancado, as camadas mais externas do biofilme comecam a liberar
células em estado planctdénico, que podem rapidamente dispersar e multiplicar,
colonizando novas superficies e organizando novos biofilmes em outros locais
(Kasnowski et al., 2010). Assim, é de suma importancia compreender a forma de
vida dessas bactérias planctonicas, ja que sao elas as formadoras de biofilmes, com
distintas caracteristicas metabolicas e capazes de ciclar matéria organica (Davey et
al., 2000).

Segundo Caldas et al. (2000), o uso de pesticidas é a principal estratégia para o
combate e a prevencado de pragas agricolas. Esses compostos, porém, sdo toxicos a
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organismos nao alvos em outros ecossistemas, como o homem e a microbiota de
solo. Desta maneira, devido a capacidade degradadora, 0s microrganismos vém
sendo empregados de forma significativa na eliminacdo ou reducédo dos niveis de
pesticidas utilizados na agropecuéria, como os herbicidas.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial para formacéo de biofilmes
adaptados a ambientes contaminados, a partir da composicdo de familias
bacterianas planctdnicas e de suas caracteristicas metabdlicas atribuidas por
metagendmica artificial.

Materiais e Métodos

Coleta de material

As amostras foram coletadas em frascos de cultura onde se armazenou agua
utiizada para lavagem de embalagens de 30 agrotoxicos. As coletas foram
realizadas na Fazenda-Escola Capao da Oncga, Universidade Estadual de Ponta
Grossa, Parand, Brasil. Foram coletadas amostras por meio de sistema de filtragéo
utilizando membranas filtrantes de 0,22 um de porosidade. As membranas assim
obtidas foram estocadas a -20 °C.

Extracdo do DNA
A extracao foi realizada em triplicatas, utilizando-se o PowerSoil® DNA Isolation Kit
(MOBIO Laboratories, Inc., Carlsbad, EUA).

PCR

As amostras de DNA obtidas foram submetidas a reacfes para amplificacdo das
sequéncias correspondentes ao gene ribossomal 16S. Foram utilizados tampao de
reacdo 1 x 1,5 mM de MgCl,, dNTP 0,2 mM, 0,5 uM de forward primer, 0,5 uM de
reverse primer e 0,02 U/ul de Taq polimerase, para 25 ng de amostra. Foi utilizado o
seguinte programa para amplificacao: 1 ciclo de 94 °C por 10 min, 30 ciclos de 94 °C
por 1 min, 53.5 °C por 1 min, 72 C por 1 min e 50 s; 1 ciclo de 72 "C por 7 min, 1
ciclo a4 °C, infinito.

Eletroforese

As sequéncias amplificadas foram avaliadas por meio de eletroforese em gel de
agarose. O gel de corrida foi preparado utilizando-se agarose a 0,8% com tampao
TAE (Tris-Acetato-acido etilenodiamino tetra-acético [EDTA]). O mesmo tampéo foi
utilizado para a corrida eletroforética. O preparo do material foi realizado da seguinte
maneira: 4uL de corante azul de bromotimol, 5uL de GelRed®, 3puL da amostra. O
controle foi montado com 3pL de KbLadder®. A corrida foi realizada com ~65 mA.

Sequenciamento do DNA

O material amplificado foi testado para integridade via eletroforese, sendo que entre
30 a 60 ng foram enviados para a University of Minnesota para sequenciamento em
plataforma lllumina.

Avaliacdo da estrutura das bactérias planctonicas.
Os dados obtidos, em forma de identificacdo de géneros até filos em proporcdes
relativas, foram utilizados para pesquisa bibliografica e metagenémia artificial para
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caracterizar a estrutura populacional de bactérias componentes do ambiente
plancténico, e também possiveis redes tréficas para degradacéo de herbicidas.

Resultados e Discussao

Com o sequenciamento de DNA de bactérias planctdnicas presentes em dois
reservatérios de agua de lavagem de embalagens de herbicidas, um contento agua
antes de aquecimento para evaporacao (M1, Fig. 1), e outro contendo agua poés-
tratamento térmico (M2, Fig. 2), foi possivel caracterizar a biodiversidade
planctdnica, com aproximadamente 50 familias diferentes.
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Fig. 1 - Biodiversidade das familias de bactérias planctdnicas presentes no reservatdrio de agua de
lavagem de herbicidas antes do aquecimento para evaporagdo (esquerda) e pos
aguecimento para evaporagao.

Nos dois reservatorios foi possivel observar 4 familias destacadas em termos de
abundancia: Enterobacteriaceae; Pseudomonadaceae; Burkholderiaceae e
Rhodospirillaceae. Estas familias sdo encontradas normalmente em solo, agua,
plantas, seres humanos e animais.

Os dados de metagendmica artificial foram categorizados de acordo com os tipos de
processos codificados: transporte e catabolismo; motilidade celular; crescimento e
morte celular (Fig. 2); e moléculas de sinalizacéo e interacao (Fig. 3).
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Fig. 2 - Resultados das analises por metagendmica artificial apresentando diferencas entre as
categorias funcionais: transporte e catabolismo, motilidade celular e crescimento; e morte
celular e moléculas de sinalizacdo e interacdo dos 3 tipos de reservatérios (M1 e M2,
comunidades planctdnicas pré aquecimento e pos aquecimento, respectivamente).
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Em todas as categorias funcionais apresentadas nas Fig. 2 e 3, a comunidade M2
apresentou um maior numero de genes atribuidos do que M1, indicando que o fator
temperatura teve um papel seletivo importante, principalmente para o aumento da
abundancia da familia Burkholderiaceae e Rhodospirillaceae em relacdo as outras
duas discutidas neste trabalho. Nestas figuras sdo mostradas outras comunidades
avaliadas em outros projetos.

Conclusdes

ApG6s a identificagdo da biodiversidade e da funcionalidade prevista das
comunidades planctonicas dos reservatérios 1 e 2 de &gua de lavagem de
embalagens de herbicidas, nota-se que houve uma reducdao no namero de familias
apos a selecédo por altas temperaturas, restringindo a abundancia principalmente nas
familias Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae. Processos de competicdo e
cooperacdo podem estar atuando na selecdo das familias Burkholderiaceae e
Rhodospirillaceae, que nao tiveram alteragdes significativas em abundancia apos o
aquecimento da agua no reservatorio. Os dados de metagendmica artificial
mostraram que existe um maior numero de genes associados com categorias
funcionais na comunidade planctbnica do reservatorio pos-aquecimento, indicando
um maior potencial adaptativo e também biotecnoldgico destas comunidades.

Agradecimentos
A Fundac&o Araucaria pela concesséo da bolsa de IC.
Referéncias

BATTIN, T. J.; BESEMER, K.; BENGTSSON, M. M.; ROMANI, A. M.; PACKMANN,
A. |I. The ecology and biogeochemistry of stream biofilms. Nature Reviews —
Microbiology, v. 14, p. 251-263, 2016.

CALDAS, E. D.; KENUPP, L. C. R. Avaliacdo de risco crénico da ingestdo de
residuos de pesticidas na dieta brasileira. Revista de Saude Publica; v. 34, n. 5,
2000.

COSTERTON, J. W.; PHILIP, S. S.; GREENBERG, E. P. Bacterial Biofilms: A
Common Cause of Persistent Infections. Science, v. 284, n. 5418, p. 1318-1322,
1999.

DAVEY, M. E.; OTOOLE, G. A. Microbial biofiims: from ecology to molecular
genetics. Microbiology and Molecular Biology Reviews, v. 64, n. 4, p. 847-867, 2000.

KASNOWSKI, M. C.; MANTILLA, S. P. S.; OLIVEIRA, L. A. T.; FRANCO, R. M.
Formacdo de biofiime na induUstria de alimentos e métodos de validacdo de
superficie. Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinéria, v. 15, p. 1-23, 2010.

TRAUB, W. H.; RAYMOND, E. A.; LINEHAN, J. Identificacdo de Enterobacteriaceae
no Laborat6rio de Microbiologia Clinica. Microbiologia Aplicada, v. 20, n. 3, p. 303-
308, 1970.



