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Resumo

Os reservatorios de agua de lavagem de embalagens de herbicidas sdo ambientes
estressantes para microrganismos pela alta taxa de contaminantes quimicos e alta
temperatura de evaporacdo. Neste ambiente, 0s microrganismos podem se
organizar em biofilmes, que sdo estruturas compostas por uma matriz gelatinosa, e
interagir metabolicamente por meio do quorum sensing. O objetivo deste trabalho foi
relacionar a estrutura filogenética de bactérias formadoras de biofilme com possiveis
adaptacdes a ambientes contaminados com herbicidas. Amostras de biofilme foram
coletadas dos reservatorios ja citados e submetidas a extracdo de DNA,
sequenciamento e metagendmica artificial. Foram identificados géneros e familias
de bactérias componentes do biofilme dos reservatorios, cuja maioria esta vinculada
a plantas e possuem genes relacionados com a formacéo de biofilme, tolerancia ao
estresse e biodegradacédo, portanto com alto potencial adaptativo a condi¢cdes de
estresse e para utilizacdo em biorremediacéao.

Introducéo

A organizacdo das bactérias em biofiimes pode alterar diferentes funcbées nas
populacdes e células individuais componentes destas estruturas, podendo conferir
resisténcia a microbicidas e capacidade de biorremediacdo, mesmo em condi¢fes
consideradas extremas, como proximidades de fontes hidrotermais (PURSWANI et
al, 2017).

A maturacdo do biofiilme é mediada pela producdo de auto transportadores e de
EPS, as quais formam uma estrutura tridimensional bastante caracteristica ao
biofilme, no qual o quorum sensing detém o papel principal (ZUBERI; MISBA; KHAN,
2017; BROWN et al, 2017).

Lerch et al (2017) demonstraram que biofilmes tem maior capacidade de remover
agrotoxicos do meio por permitirem a manutencéo da atividade catalitica ao longo de
extensos periodos de tempo. Assim, foi avaliada a estrutura populacional e potencial
metabdlico de biofilmes em tanques contendo agua de lavagem de embalagens de
herbicidas, com o objetivo de se entender os potenciais adaptativo e biotecnoldgico
destas comunidades.



O
{3\
[ =

v

Materiais e Métodos
Coleta das amostras de Biofilme.

As amostras foram coletadas de reservatorios onde armazenou-se agua utilizada
para lavagem de embalagens de 30 agrotoxicos diferentes, na Fazenda Capéao da
Onga, Universidade Estadual de Ponta Grossa, Parana, Brasil. As amostras foram
coletadas com auxilio de swabs estéreis, diluidas em 1 mL de solugéo salina (0,9%
de NaCl) e estocadas a 4 °C.

Extracdo do DNA.

A extragdo foi feita utilizando-se o PowerSoil® DNA Isolation Kit (MOBIO
Laboratories, Inc., Carlsbad, EUA), em triplicatas.

Sequenciamento do DNA.

O material obtido na extracao foi testado para integridade via eletroforese e 30 a 60
ng foram enviados para a University of Minnesota (St. Paul, Minnesota, EUA) para
sequenciamento na plataforma Illlumina.

Avaliacao da estrutura populacional de bactérias do biofilme e bioinformatica

Os programas utilizados no processamento das sequéncias obtidas estdo descritos
em Staley et al., 2015. As atribuicbes taxonbmicas foram feitas contra Ribosomal
Database Project ver. 14 (COLE et al., 2009).

Resultados e Discussao

Os dados sobre riqueza e abundancia de familias bacterianas nos reservatorios B1
(pré-aquecimento) e B2 (pds-aquecimento) estdo representados nas Figs. 1 e 2. Os
tanques sdo considerados ambientes estressantes pela carga tOxica para o0s
microrganismos, mas com uma pressao seletiva adicional que ocorreu somente em
B2, a alta temperatura para evaporacdo de agua, que culminou com uma reducdo na
biodiversidade neste nicho.

As familias mais abundantes em Bl (Fig. 1) foram Pseudomonadaceae e
Xanthomonadaceae, caracterizadas como endofiticos ou fitopatdgenos; e
Sphingomonadaceae, Burkholderiaceae e Rhodospirilaceae, com alto potencial na
biorremediacdo e biodegradacdo de agrotoxicos. Em B2 (Fig. 2) observa-se a
reducdo das familias abundantes em Bl e dominéncia de Enterobacteriaceae e
Moraxellaceae, relacionadas com processos de biodegradacdo e biorremediacgéo.
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Figura 3: Ordenacao de nichos com base na abundancia de OTU pela aborgagem estatistica de
Escalada Multidimensional. Géneros bacterianos (verde), processos genéticos (vermelho), processos
celulares (preto), processos ambientais (azul) e rotas metabdlicas (amarelo) com P <0.05 para
significancia depois de 999 permutac6es exibidas. Cada vetor aponta para a direcdo de aumento para
uma dada variavel e seu comprimento indica a forca da correlagdo entre a variavel e os scores de
ordenacéo. Legenda: M: Motilidade; GD: Crescimento e Morte; TP: Transporte e Catabolismo; MT:
Transporte de Membrana; SMI: Interacdo de Moléculas Sinalizadoras; ST: Transducdo de Sinal; TL:
Traducdo; TC: Transcricdo; RR: Replicacdo e Reparo; FSD: Selecdo Flexivel para Degradacéo; AA:
Aminoéacido; SM: Metabolitos Secundarios; C: Carboidrato; E: Energia; EZ: Enzima; G: Glicano; L:
Lipidios; CV: Cofactores e Vitaminas; OA: Outros Aminoéacidos; TP: Terpendides e Policetidos; N:
Nucleotideos; XB: Degradacéo de Xenobidticos.
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A comunidade B2 possui a maior atribuicdo de genes relacionados com o
metabolismo de lipideos e proteinas (Fig. 3), que podem estar relacionados com a
reorganizacdo do nivel de saturacédo de lipideos e permeabilidade de membranas.
Este processo de selecdo por temperatura foi um passo fundamental para a
formacdo da comunidade B2, que ainda possui caracteristicas importantes para a
estruturacdo de biofilmes em ambiente contaminado por herbicidas, como genes
relacionados com degradacdo de acucares, producdo de energia e degradacédo de
xenobidticos (Fig. 3)

Conclusodes

Os reservatérios de agua utilizada na lavagem de embalagens de herbicidas sdo um
ambiente estressante para bactérias devido a presenca de substancias téxicas. De
acordo com os dados obtidos, a comunidade B2, apresenta um maior potencial
metabdlico.

O aquecimento e composicao toxica da agua devem ter atuado como agentes
seletivos, formando uma microbiota com alta capacidade de degradacdo de
herbicidas. Apenas dois géneros bacterianos identificados por sequenciamento,
Acinetobacter e Enterobacter, foram as dominantes no biofilme de reservatério apos
0 aquecimento da agua, com potencial de exploracao biotecnoldgica, principalmente
relacionado a biodegradacdo e biorremediacdo de herbicidas, mas também para
estudos de evolucdo e adaptacdo de bactérias em ambientes extremos.
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