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O sapo que vive no pogo ndo conhece a vastiddo do oceano

Zhuang Zhou
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RESUMO

Os anfibios sdao importantes bioindicadores ambientais, no entanto muitas espécies
enfrentam declinio populacional devido a quitridiomicose causada pelo fungo
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). Os ninhos de espuma sao estruturas de reprodugdo de
alguns anfibios que além de protegerem ovos, abrigam bactérias benéficas como pertencentes
ao género Pseudomonas, que podem possuir acdo anti-Bd. Diante disso, este projeto teve como
objetivo avaliar as mudancas no bacterioma de ninhos de espuma de Leptodactylus vastus apOs
a bioaumentacdo — técnica de inoculacdo amplamente utilizada para aumentar a proporcao de
uma bactéria em uma comunidade - com uma cepa de Pseudomonas putida, analisando através
de ferramentas de bioinformdtica a estrutura da comunidade bacteriana ao longo do tempo e
seus impactos. Para isso, amostras de ninhos de espuma de Leptodactylus vastus foram
submetidas a bioaumentacdo com Pseudomonas e analisadas por sequenciamento da regido V4
do rRNA 16S. As sequéncias foram processadas no software Rstudio via DADA?2 e classificadas
com o banco SILVA 138 SSU. Anidlises de diversidade e diferenciais de abundancia foram
conduzidas com os pacotes Phyloseq, Vegan e igraph, permitindo a avaliacdo da estrutura do
microbioma e das interagdes bacterianas. Foram obtidas 3675 ASVs apds remoc¢do de
sequéncias de Eucariotos e Arqueias. As curvas de rarefacdo indicaram boa cobertura amostral.
A diversidade alfa revelou diferencas significativas entre os tratamentos, com impacto da
bioaumentac¢do na estrutura microbiana. A andlise de abundancia mostrou que Proteobacteria
foi dominante, mas a inoculagdo com Pseudomonas alterou a composi¢do microbiana,
especialmente no Tempo 1. A andlise beta demonstrou que o tempo teve maior influéncia na
estrutura microbiana do que a bioaumentagdo. As redes de interagdes indicaram que a adi¢c@o
de Pseudomonas afetou a conectividade e a modularidade da comunidade bacteriana ao longo
do tempo. Desse modo, o estudo mostrou que a adi¢do da cepa influenciou significativamente
a diversidade microbiana nos ninhos de espuma, sendo o tempo de bioaumentacao o fator mais
significativo. Ademais, a bacteria teve apresentou baixa adesdo a comunidade, no entanto
apontou influéncias no microbioma de forma indireta, alterando interacdes ecoldgicas.
Entretanto, mais pesquisas sobre a relacdo da bactéria e do bacterioma e testes com o Bd sdo

necessdrias a fim de entender o papel do probidtico e sua viabilidade para aplicagdo futura.

Palavras-chave: Microbioma; bioaumentacao; Batrachochytrium dendrobatidis; probidticos.



ABSTRACT

Amphibians are important environmental bioindicators; however, many species face population
declines due to chytridiomycosis caused by the fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd).
Foam nests are reproductive structures of some amphibians that, in addition to protecting eggs,
harbor beneficial bacteria, such as those belonging to the genus Pseudomonas, which may have
anti-Bd activity. Given this, this project aimed to assess changes in the bacteriome of
Leptodactylus vastus foam nests after bioaugmentation — a widely used inoculation technique
to increase the proportion of a bacterium in a community — using a strain of Pseudomonas
putida. The bacterial community structure and its impacts over time were analyzed using
bioinformatics tools. For this purpose, samples of Leptodactylus vastus foam nests were
subjected to bioaugmentation with Pseudomonas and analyzed by sequencing the V4 region of
16S rRNA. The sequences were processed in RStudio using DADA?2 and classified with the
SILVA 138 SSU database. Diversity analyses and differential abundance assessments were
conducted using the Phyloseq, Vegan, and igraph packages, allowing for the evaluation of
microbiome structure and bacterial interactions. A total of 3,675 ASVs were obtained after the
removal of eukaryotic and archaeal sequences. Rarefaction curves indicated good sample
coverage. Alpha diversity analysis revealed significant differences between treatments, with
bioaugmentation impacting microbial structure. Abundance analysis showed that
Proteobacteria was dominant, but Pseudomonas inoculation altered microbial composition,
especially at Time 1. Beta diversity analysis demonstrated that time had a greater influence on
microbial structure than bioaugmentation. Interaction networks indicated that the addition of
Pseudomonas affected bacterial community connectivity and modularity over time. Thus, the
study showed that the addition of the strain significantly influenced microbial diversity in foam
nests, with bioaugmentation duration being the most significant factor. Additionally, the
bacterium exhibited low adhesion to the community but indirectly influenced the microbiome
by altering ecological interactions. However, further research on the relationship between the
bacterium and the bacteriome, as well as Bd testing, is necessary to understand the role of the

probiotic and its viability for future applications.

Keywords: Microbiome; bioaugmentation; Batrachochytrium dendrobatidis; probiotics.
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1 INTRODUCAO

Os anfibios sdo um grupo de vertebrados que incluem sapos, ras, pererecas, salamandras
e cecilias. Reconhecidos como os primeiros vertebrados a conquistarem o ambiente terrestre,
apresentam caracteristicas Unicas, como a pele permedvel, que desempenha fungdes
respiratdrias e osmaticas, além de uma reproducdo geralmente dependente da dgua. Com uma
diversidade global, os anfibios desempenham papeis ecoldgicos fundamentais, como o controle
de populagdes de insetos e a integracdo em cadeias alimentares. No entanto, sao extremamente
sensiveis as alteracdes ambientais, o que os torna indicadores criticos da satde dos
ecossistemas. Relatorios da Avaliagdo Global de Anfibios da [UCN indicam que até um terco
das espécies de anfibios, estimadas em mais de 5700, sofreram declinios severos ou extingdes
(Stuart et al., 2004).

Dentro desse grupo, os anuros sao caracterizados por seu habito de vida intermediario
entre ambientes aqudticos e terrestres e pela reproducdo geralmente bifdsica, com uma ampla
diversidade de modos reprodutivos (Gallardo et al., 1979). Os anuros possuem grande
importancia ecoldgica, atuam no controle de pragas e desempenham papeis fundamentais nas
teias alimentares e no fluxo de energia nos ecossistemas. Devido as suas caracteristicas
fisioldgicas, os anuros também sdo considerados bioindicadores sensiveis a fatores como
aquecimento global e polui¢do (Méza-Ramos et al., 2006).

Dentre as principais causas de declinio populacional em anfibios, existem as doencas
emergentes como a quitridiomicose, causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd),
que atua na pele desses animais, provocando hiperqueratinizacio e desequilibrio hidrico, fatores
associados a elevada mortalidade causada pela enfermidade (Voyles et al., 2009). Estima-se
que o patdgeno ja ocasionou o declinio de pelo menos 6,5% das espécies descritas desse grupo.
Particularmente, na regido da América Central e do Sul o declinio € mais acentuado (Scheele

et al., 2019)

Muitas espécies de anuros depositam seus ovos em espumas estaveis, conhecidas como
ninhos de espuma (Downie e Smith, 2003). Tal estrutura estd ligada a evolucio desses animais
a vida terrestre e oferece prote¢do aos ovos e girinos contra dessecamento, radiagcdo, predacao
e diversas outras condi¢des (Gould, 2021). A partir de estudos sobre a microbiota destas
estruturas, foi constatado o papel em diversas fungdes para os seus hospedeiros, dentre elas, a
protecdo contra patdgenos mediante a sintese de substancias capazes de inibir fungos como o

Bd (Brucker et al., 2008). Ademais, € sabido que a microbiota dos ninhos influencia
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a colonizagdo e a estrutura da comunidade dos microrganismos na pele dos individuos adultos,
dentre as bactérias presentes, as pertencentes ao género Pseudomonas exercem funcio anti-Bd
ja conhecida (Myers et al., 2012). Desta forma, evidente torna-se a relacio entre a microbiota

e a protecdo dos individuos contra o fungo quitridio.

Por esta razdo, técnicas como a bioaumentagdo - introducdo de microrganismos no
ambiente a fim de melhorar ou acelerar processos naturais - sdo potenciais ferramentas no
combate a infec¢des contra o Bd (Bletz et al., 2013). Diversos trabalhos j4 foram realizados
com este intento, demonstrando a eficdcia do processo (Myers et al., 2012; Kueneman et al.,
2016). Para se verificar como a introdu¢do de uma cepa bacteriana pode influenciar a
comunidade microbiana, sio necessarios estudos utilizando ferramentas de bioinformatica.
Através do sequenciamento NGS da regido do gene correspondente a subunidade menor 16S do
RNA ribossomal (rRNA 16S) é possivel obter inferéncias a respeito da composicao e estrutura

de espécies presentes em um microbioma (Poretsky et al., 2014)

Em face disso, este projeto tem como objetivo avaliar os efeitos da inoculacao de cepas
bacterianas do género Pseudomonas, com relatada atividade anti-Bd, na composi¢do e
abundancia taxondmica do microbioma de ninhos de espuma de Leptodactylus vastus, através
da andlise Amplicon rRNA 16s, a fim de verificar o comportamento da microbiota e constatar
possiveis relacdes positivas e negativas desta interacao. Tais informacdes serdo necessarias para

possibilitar uma futura introdug@o de probidticos in situ no combate a doenca.
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2 FUNDAMENTA CAO TEORICA

2.1 O valor ecolégico dos anuros nos ambientes naturais e desafios para conservaciao

Os anuros desempenham um papel crucial como bioindicadores ambientais devido a
caracteristicas Unicas que os tornam sensiveis as mudangas no ambiente. De acordo com
Broombhall (2005), a pele permedvel, os ovos sem casca e o ciclo de vida dividido em fases
terrestre e aqudtica sdo caracteristicas-chave que os tornam vulnerdveis a alteracdes no meio
ambiente. Essas mesmas caracteristicas, entretanto, também os tornam valiosos para avaliar a
qualidade ambiental. Além disso, os anuros tém uma funcdo ecoldgica importante, seja
controlando populacdes de insetos ou servindo como presas para predadores, destacando sua

relevancia nas comunidades ecoldgicas (Broomhall, 2005).

Apesar dessa importincia, os anuros recebem pouca atencdo em programas de
monitoramento ambiental. Embora sejam amplamente reconhecidos como bons indicadores da
qualidade ambiental, poucos estudos foram conduzidos para compreender as implicacdes das
mudancgas ambientais em suas populacdes. Essa lacuna na pesquisa reflete um desafio na

conservagdo e no uso efetivo de sua capacidade como bioindicadores.

Os girinos, por exemplo, representam uma etapa do ciclo de vida dos anuros que é
diretamente impactada pelas alteragdes fisico-quimicas no ambiente. Essas alteracdes sdo
particularmente prejudiciais durante os meses mais quentes e imidos, quando os anuros tendem
a utilizar corpos d'dgua, muitas vezes contaminados, para reproducio. Esse comportamento
resulta em comunidades de girinos numerosas e diversificadas, que podem ser indicadores
valiosos das condi¢des ambientais e do impacto da poluicdo nos ecossistemas aquaticos.

(Degarady et al., 2006).

Embora estes animais sejam reconhecidos por sua importancia ecoldgica e por sua
sensibilidade as alteracdes ambientais, diversas categorias de degradacdo ambiental ameagam
diretamente sua sobrevivéncia e, consequentemente, sua eficicia como bioindicadores. Entre
os fatores de maior impacto, destaca-se a disseminac¢do de patégenos como a quitridiomicose,
que tem sido associada ao declinio e a extingdo de varias populacdes e espécies (Daszak et al.,
2001). Essa doenca ¢ particularmente devastadora devido a pele permedvel dos anuros, que os

torna vulnerdveis a infec¢des e agentes externos.

Outro fator critico é a mudanca climdtica global, que traz implicacdes severas para a
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fisiologia e o comportamento dos anuros. Alteracdes na temperatura média, na variacao térmica
e eventos climdticos extremos podem impactar tanto a sobrevivéncia quanto os padrdes
reprodutivos dessas espécies. Além disso, ha efeitos sinérgicos a serem considerados, como a
interacdo entre mudancas de temperatura e doencas, que podem amplificar os danos as

populacdes de anuros (Menéndez-guerrero et al., 2020).

A poluicao ambiental também exerce forte influéncia, especialmente nas fases iniciais
do ciclo de vida dos anuros. Contaminantes presentes em corpos d'dgua podem comprometer a
eclosdo dos ovos e a sobrevivéncia dos girinos, agindo isoladamente ou em combinacdo com
outros fatores estressores (Karasov et al., 2005). Como os anuros frequentemente utilizam
ambientes aqudticos para reproducdo, principalmente em periodos mais quentes e imidos, a
poluicdo hidrica representa um desafio significativo para a manutencdo de comunidades

diversificadas e saudaveis.

Além disso, a fragmentacdo de habitats ameaca a capacidade dos anuros de se
dispersarem e manter populagdes vidveis. Em florestas fragmentadas, a sobrevivéncia dos
individuos depende de sua habilidade de atravessar dreas desmatadas, o que € essencial para
garantir a conectividade populacional (Zimmerman e Bierregaard, 1986; Dale et al., 1994).

Contudo, esse aspecto crucial tem recebido pouca atenc@o em estudos de conservacao.

Por fim, a introdugcdo de espécies exdticas agrava ainda mais a situagdo, pois essas
espécies frequentemente competem de forma eficiente com as espécies nativas, ameacando as
populacdes locais. Essa competicio pode alterar drasticamente as dindmicas ecoldgicas,
refor¢ando a necessidade de integrar a biologia da conservagdo com estudos sobre fisiologia e
comportamento. Investir em pesquisas que abordem essas ameacas de forma integrada é
fundamental para proteger os anuros e garantir que eles permanecam desempenhando seu papel

nos ecossistemas.

2.2 Ninhos de espuma: estrutura bioquimica e microbioldogica

Virios sapos apresentam um modo peculiar de reproducdo: a deposi¢io de ovos fora da
agua em ninhos de espuma. Essa espuma € formada por biomoléculas liberadas pela fémea, € o
ninho é produzido durante o amplexo entre a fémea e o macho (Wells, 2007). E sabido que,
dentre as ras, a familia Leptodactylidae na Mata Atlantica brasileira apresenta o maior nimero
de modos reprodutivos conhecidos, a maioria dos quais envolve a deposicdo de ovos em ninhos

de espuma, construidos em corpos d'dgua ou no solo (Haddad, 2005; Pombal, 2007)
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Figura 1 - Ninho de espuma de ra da familia Leptodactylidae durante amplexo.

(Wells, 2007)

A respeito do seu papel, os ninhos de espuma desempenham diversas funcgdes
importantes: protegem ovos e embrides do contato direto com a dgua de pocas pequenas,
temporarias, quentes e com baixo nivel de oxigénio (Méndez-Narvaez, 2015); fornecem
protecdo contra radiac@o ultravioleta, predadores e a dessecacdo; e funcionam como reserva
alimentar para os girinos, que completam seu desenvolvimento no interior dos ninhos (Hissa,

2008)

Quanto a composi¢do bioquimica, os ninhos sdo constituidos principalmente por
proteinas chamadas ranaspuminas e carboidratos (Cooper, 2004). Entre as proteinas presentes,
encontram-se surfactantes, lectinas incomuns que, junto aos carboidratos, contribuem para a
estabilidade e arquitetura do ninho (Hissa et al, 2008; Fleming et al, 2009). Apesar de as
fungdes especificas desses componentes quimicos ainda serem hipotéticas, € sabido que muitas
proteinas estudadas até agora apresentam estruturas conformacionais tnicas e sequéncias

primdrias inéditas, constituindo um reservatério de novas moléculas biolégicas.

Quanto a composi¢do microbiana, o microbioma dos ninhos de espuma de ra ainda é
pouco compreendido, estd se comecando a aprender sobre sua composi¢do e papel na
colonizacdo inicial do hospedeiro (McGrath-Blaster, 2021). Cabe notar que, particularmente
em anuros, hd que se considerar as transformagdes que estes individuos sofrem durantes

estagios de vida, pois estas geram grandes mudancgas fisioldgicas, na dieta e no habitat, o que
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acaba influenciando na composi¢do das comunidades microbianas (Kohl et al., 2013). Segundo
Monteiro (2023), que avaliou ninhos de espumas de rds tropicais, a riqueza e a diversidade nos
ninhos nao parecem estar relacionadas a filogenia das ras, mesmo entre espécies proximas da
mesma familia. No entanto, o tamanho do ninho e o ambiente em que € depositado € que devem
influenciar a diversidade bacteriana. Ninhos menores, como os da ra Adenomera hylaedactyla,
apresentam maior riqueza bacteriana do que ninhos maiores de espécies aqudticas e riparias.
Ademais, foi constatado que o microbioma da pele e da cloaca de da ra-pimenta-da-caatinga,
Leptodactylus vastus, apresentaram maior abundancia dos filos Firmicutes e Bacteroidetes,
enquanto os microbiomas de ninho e pele possuem uma maior predominancia de
Proteobacteria. O estudo sugere também que ninhos de ambientes terrestres tendem a ter maior

riqueza bacteriana do que os de ambientes aquéticos.

Figura 2 - Ninhos de espumas de anuros sdo influenciados pelo microbioma do

ambiente no qual sdo depositados.

Monteiro (2023)

Por fim, o estudo mencionado identificou a presenga Pseudomonas como um dos mais
abundantes géneros nos ninhos de espuma analisados. Sabe-se que, espécies deste grupo sao
reconhecidas por sua fun¢do tanto simbidtica com o meio ambiente quanto especificas do
hospedeiro, sendo comumente encontradas no microbioma cutaneo de anfibios, onde exercem

um papel significativo (Abarca, 2001; Kueneman, 2019, Brunetti, 2022)
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O género Pseudomonas € um grupo taxondmico amplamente distribuido em diversos
ecossistemas, sendo reconhecido por sua alta diversidade e aplicagdes em diferentes areas,
como a biotecnologia (Peix et al., 2018). Essas bactérias pertencem a classe Gamma
Proteobacteria (Woese et al., 1984) e possuem vdrias aplicacdes biotecnoldgicas, como a
promocao do crescimento vegetal in vitro (Lin et al., 2013) e a solubilizacdo de fosfato (Toro
et al., 2013). Dada a sua diversidade e a continua descoberta de novas espécies, espera-se que
o numero de espécies de Pseudomonas aumente significativamente nos préximos anos (Peix et
al., 2018). Além disso, diversas espécies desse género demonstraram atividade antifingica
contra Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), incluindo uma cepa de Pseudomonas fluorescens
(Loper et al., 2007). Essas caracteristicas destacam Pseudomonas como um género versatil e

promissor para aplicacdes ecoldgicas e biotecnoldgicas.

2.3 Efeitos do microbioma contra a proliferacao de patégenos

Sabe-se que o microbioma tem um papel essencial no desenvolvimento sauddvel do
anfibio; sendo importante a realizacdo de estudos ndo apenas voltados para o conhecimento da
sua composi¢dao, mas também da sua dindmica com o ambiente e o papel de defesa contra
patégenos. Estudos demonstram que a variacdo do microbioma € influenciada por fatores
internos, como idade e caracteristicas filogenéticas, e externos, como disponibilidade de
recursos, fatores ambientais e intera¢do com o hospedeiro (Jimenéz et al, 2017). Ademais, os
microorganismos simbiontes desempenham um papel ativo na manutenc¢do da imunidade dos
anfibios, geralmente constituem a primeira linha de defesa contra organismos invasores,
atuando em conjunto com a pele, que em anuros € capaz de secretar peptideos antimicrobianos
cutaneos (AMP) (Woodhams et al., 2007; Burkart et al., 2017; Rollins-Smith, 2023). Nesse
sentido, alteracOes ambientais, contaminantes quimicos, doencas infecciosas e condi¢des de
cativeiro podem causar disbiose, prejudicando func¢des essenciais do microbioma e aumentando

a suscetibilidade a infec¢des.

Figura 3 - Fatores que influenciam a variacao natural do microbioma de anfibios
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Um aspecto importante a ser exposto € que os microorganismos podem ser transmitidos
de forma vertical, horizontal e ambiental, e as bactérias probidticas podem ser disseminadas por
esses mecanismos. A transmissdo vertical provavelmente ocorre em anfibios com cuidado
parental (Bletz, 2013). Por exemplo, a ra Hyalinobatrachium colymbiphyllum parece transferir
uma microbiota defensiva para os embrides, a qual provavelmente protege as larvas de contra
o fungo patogénico Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) (Walke et al., 2011). Alguns
pesquisadores apontam uma forte interacdo entre os microbiomas dos pais, da prole e dos
ninhos (de diversas espécies animais), cunhando o conceito de "nidobioma" (Campos-Cerda;
Bohannan, 2020). Nos modos reprodutivos que envolvem ninhos, esses locais funcionam
como o primeiro ponto de contato da prole com 0s microrganismos presentes no ambiente
externo, iniciando o processo de colonizacao da pele. Entre esses microrganismos, podem estar

aqueles com a capacidade de inibir o crescimento do Bd.

Em anfibios, particularmente anuros, a quitridiomicose j4 € reconhecida h4 algum tempo
como uma ameaca (Lips et al. 2006; Scheele et al. 2019). Sdo duas as espécies responsdveis
pela doenca: Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) e B. salamandrivorans (Bsal). A respeito
do Bd, através de estudos gendomicos do fungo foi possivel identificar pelo menos seis linhagens
distintas da espécie: panzootica (Bd-GPL), suica (Bd-CH), do Cabo (Bd-Cape), asiéticas (Bd
ASIA-1, considerada ancestral as demais linhagens, e Bd ASIA-3), e a linhagem brasileira (Bd-
Brazil) (Fisher e Garner, 2020). Ademais, anélises filogenéticas sugerem que a linhagem Bd-
Brazil foi uma das primeiras a se separar das demais linhagens (Rosenblum et al., 2013). Cabe

ressaltar que, no Nordeste, estado do Cear4, estudos recentes demonstraram que 20 espécies de



19

anuros testaram positivo para infec¢do pelo Bd (Dos Santos Mendes, 2024). Todas estas
informagdes levantam preocupacdes acerca do estado de conservagcdo da biodiversidade no
Brasil. Nesse contexto, bactérias simbidticas presentes na pele dos anfibios que desempenham
papel na protecdo do hospedeiro contra a quitridiomicose tornam-se fundamentais para

conservacdo destes animais (Harris et al. 2009; Kueneman et al. 2016).

Figura 4 - Distribuicdo global do declinio de espcies de anfibios associados a

quitridiomicose.
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A respeito da interagdo entre Bd e o microbioma da pele de anfibios, objeto de muitos
estudo nos dltimos anos, observou-se que, ao interagir com 0s microrganismos simbiontes
presentes na pele desses animais, o Bd pode agir de trés maneiras principais: estimulando a
producdao de metabdlitos antifiingicos pelos microrganismos da comunidade simbidtica,
alterando a composicao microbiana da pele desses individuos (Walke; Belden, 2016) e ainda,

permitindo que o hospedeiro conviva com o fungo quitridio sem manifestar sintomas clinicos
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(Woodhams et al., 2007).

Um dos métodos mais eficazes para manipulacdo do microbioma a fim de melhorar a
saide do individuo e prevenir infeccdes € a utilizacdo de probidticos por meios de técnicas de
bioaumentacgdo (Bletz et al., 2017). A bioaumenta¢do ¢ uma técnica que envolve a introducao
de microrganismos benéficos no ambiente de um organismo com o objetivo de melhorar sua
saude ou resisténcia a doengas, ¢ uma técnica usada em probidticos, microrganismos benéficos
que competem com patégenos, promovem o equilibrio microbiano e estimulam a defesa natural
do organismo. A exemplo disto, Harris et al. (2009) demonstrou que bactéria
Janthinobacterium lividum apresenta eficicia na bioaumentacdo da microbiota da pele da ra-
de-pernas-amarelas-da-montanha (Rana muscosa), resultando na reducdo da morbidade e
mortalidade causada pelo fungo quitridio Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). Em sua
pesquisa, a adicdo de J. lividum levou a producgdo de violaceina, um metabdlito antifingico que
foi encontrado em concentragdes significativamente maiores nas peles das rds tratadas,
indicando seu papel na resisténcia a doenga. Além disso, as rds tratadas ndo apresentaram
equivalentes detectaveis de zosporos de Bd, enquanto as ras nao tratadas exibiram um aumento

exponencial na abundancia de Bd.

Figura S - Percentual de sobrevivéncia em Rana muscosa a partir do tratamento com a

bactéria Janthinobacterium lividum (a) e Nimero de zosporos equivalentes de B. dendrobatidis
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Estudos como esse sugerem a eficdcia da utilizacdo de probidticos endégenos através
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na da bioaumentacdo como uma possivel ferramenta para manutencao satde de anfibios.

2.4 Amplicon rRNA 16S: uma abordagem baseada em DNA para estudos de microbioma

Para estudos de microbiomas a utilizacdo de ferramentas bioinforméticas e de anédlise
estatistica representa um passo fundamental. O gene rRNA 16S, composto por cerca de 1500
pares de bases, é amplamente utilizado para a identificacdo e classificacdo de bactérias,
contendo regides conservadas e varidveis. Seu sequenciamento permite determinar relagdes
filogenéticas e estudar a diversidade bacteriana. Embora o gene completo ofereca uma
resolucdo taxondmica superior, geralmente sequenciam-se apenas partes dele, como as regides
variaveis V4, V6, ou combinagdes como V1-V3 e V3-V5, devido as limitacOes de plataformas

de sequenciamento como a Illumina, que geram sequéncias curtas, < 300 bases (Johnson,

2019).
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Figura 6 - Entropia associada a diferentes posicdes ao longo do gene do rRNA 16S.
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A partir da sequéncia génica obtida, diferentes metodologias podem ser utilizadas para
identificacdo taxondmica, sendo as principais os OTUs e ASVs. Unidades Taxondmicas
Operacionais sdo agrupamentos de sequéncias de DNA que compartilham uma similaridade
superior a um determinado limiar de dissimilaridade, geralmente 3%, e sdo usadas para
classificar bactérias em grupos taxondmicos (Kopylova et al., 2016). Ji os Variantes de
Sequéncia de Amplicon resolvem variantes de sequéncia com maior precisao, identificando
diferencas de até um tnico nucleotideo, sem os limites arbitrarios das OTUs. Ainda, ASVs sdo
considerados superiores porque oferecem maior resolu¢do taxondmica, permitindo uma
distin¢do mais precisa entre as espécies, e sao reutilizdveis em diferentes estudos, além de ndo

dependerem de bancos de dados de referéncia incompletos (Callahan et al., 2016).

Nesse sentido, a pipeline DADA?2 ¢ uma ferramenta bioinformética avangada projetada
para analisar dados de sequenciamento de amplicons, especialmente em estudos de
microbioma. Ela foca na correcdo de erros nos dados brutos de sequenciamento para gerar
Variantes de Sequéncia de Amplicon (ASVs), oferecendo maior resolu¢gdo do que as Unidades
Taxonomicas Operacionais (OTUs). Isso melhora a precisdao do perfilamento de comunidades
microbianas, sendo uma escolha preferencial para os pesquisadores da drea (Liu et al., 2023).
Entre seus recursos-chave, destaca-se a corre¢do de erros a nivel de nucleotideo, o que aumenta

a confiabilidade das classificagdes taxondmicas, e a geracao de ASVs (Ansorge et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar, através de andlise do amplicon rRNA 16S, as alteragdes no bacterioma de
ninhos de espuma da ra Leprodactylus vastus ap6s a introdugdo por bioaumentacio de uma cepa

de Pseudomonas putida P119.

3.2 Objetivos especificos

- Analisar as sequencies de amplicon rRNA 16S de ninhos de espuma com e sem a adicao da
cepa Pseudomonas putida P119

- Analisar a estrutura da comunidade bacteriana das amostras com e sem a adi¢ao da cepa de
Pseudomonas putida P119, em diferentes tempos de bioaumentagio.
- Avaliar os impactos da inoculagido no bacterioma.

- Discutir as possiveis causas das alteracdes observadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta, isolamento, bioaumentacao em placa e sequenciamento do DNA.

A espécie escolhida para o estudo foi Leptodactylus vastus, a coleta do ninho foi
realizada por Costa (2024) no periodo chuvoso do primeiro semestre de 2023, no Campus do

Pici (Fortaleza - CE), conforme o mapa abaixo:

Figura 7 - Mapa do municipio de Fortaleza, Ceard. O ponto vermelho representa o local de

coleta, Campus do Pici.

Sistema de Informagdes Geograficas

Datum: SIRGAS 2000
Fonte: IBGE e Google Satélite

(Elaborado pelo autor)

Foram realizadas, ensaios de bioaumentagdo in vitro em ninhos de espuma e em placa
de 12 pocos seguida da extragdo e sequenciamento do DNA de cada poco (Costa, 2024). Dois
tipos de tratamento em dois diferentes tempos foram realizados nos testes de bioaumentacao
em placa: ninho de espuma com um dia (Ninho T1) e dez dias de bioaumentac¢ido (Ninho T10)
e ninho de espuma com a cepa bacteriana de Pseudomonas (P119) em um dia (Ninho + P119
T1) e dez dias (Ninho + P119 T10) de bioaumentacao. Foram realizadas triplicatas para cada
tipo de tratamento e tempo, no entanto uma das amostras de Ninho T1 tornou-se invidvel para

analise de DNA, sendo descartada. Por fim, restaram entfo 11 amostras no total.

A a partir do sequenciamento da regiao V4 (~254 pb) do gene rRNA 16S realizado na

Central de Gendmica e Bioinformética (CeGenBio) na plataforma Illumina Miseq (Illumina,



25

EUA) foram obtidos 11 datasets os quais foram submetidos a andlises de bioinformatica através
do programa RStudio (R v4.4.2). Os arquivos “.fastq” foram demultiplexados e as sequéncias
dos primers, 515 F-Y e 806R, e dos adaptadores foram retiradas através do programa Cutadapt
v3.5. Através da pipeline DADA 2 v1.18 foram realizadas uma série de etapas: avaliacdo da
qualidade das sequéncias, as leituras Forward e Reverse foram cortadas nos tamanhos de 128
e 126pb, respectivamente, houve remog¢do de possiveis sequencias contaminantes tipicas do
sequenciamento Illumina (rm.phix = T), o nimero maximo de erros esperados para as leituras
foi de 2 (maxEE = 2). Foram também realizados o denoising, jun¢do das sequéncias, constru¢ao
das Variantes de Sequéncia de Amplicon (ASVs) - sequéncias unicas diferenciadas por um
unico nucleotideo - e, retirada das sequéncias quiméricas. O banco de dados SILVA 138 SSU
foi utilizado como referéncia para constru¢do da tabela de ASVs. Por fim foram eliminadas

sequéncias de arqueas e eucariotos (incluindo mitocondrias e cloroplastos).

4.2 Estatisticas, analises de diversidade e analise diferencial.

Através do pacote Phyloseq (v3.20) foram criados dados e gréificos de abundancia
relativa de género e filo, com diferentes limiares (>5% e >1%). Utilizando o pacote iNEXT
foram construidas as curvas de rarefacao (curva do coletor).

Com o pacote Vegan (v2.6.4) e Ggplot2 (v3.5.0) foram realizadas as estatisticas e
confeccdo de graficos. A fim de realizar as andlises de diversidade foram utilizados os indices
de diversidade alfa (Chaol, Shannon e Simpson Inverso) e a matriz de dissimilaridade Bray-
Curtis através da andlise de NMDS para visualizacio da diversidade beta. O diagrama de Venn
foi realizado para verificar as relacdes de intersecdo, similaridade e exclusividade entre os
diferentes tratamentos, permitindo a identificacdo das “bacterias centrais” presentes em todos
0os microbiomas por serem essenciais a dindmica com o meio ambiente. Por fim foram
realizadas andlises diferencial de abundancia a fim de observar o impacto da adicdo do
inoculante em determinados géneros. Por fim, através do pacote igraph (v.1.6), foram

construidas redes de interagcdo e avaliados os parametros obtidos.

5 RESULTADOS

5.1 Estimativa de riqueza e diversidade bacteriana.

A partir do sequenciamento das 11 amostras foram obtidas 6907276 sequéncias brutas.
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ApO6s aplicacdo dos filtros, denoising, merging e remoc¢do de sequéncias quimera restaram
2753088 sequéncias, das quais se obteve 4175 ASVs (Amplicon Sequence Variant), 3675 ASVs

ap6s remocao de sequéncias de Eucariotos (Mitocondria e Cloroplastos) e Arqueias.

A partir da curva de rarefacdo (Figura 8) obtida foi possivel notar que, embora nenhuma
curva tenha atingido a estabilizacdo completa (assintota) os valores se encontram relativamente
proximos a estabilizacdo, sugerindo uma boa cobertura amostral. Ademais, o nimero de ASVs
obtidos foi bastante divergente entre as amostras, aquelas relativas ao Tempo 1 sem o
tratamento obtiveram maior nimero de ASVs (2189), enquanto as tratadas com inoculante no

Tempo 1 e 10 tiveram os menores nimeros (1441 e 1039).

Figura 8 - Curva de rarefacdo demonstrando a relagio entre a riqueza bacteriana em relacao

ao esforco amostral (nimero de leituras obtidas)
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(Elaborado pelo autor)

A partir dos dados foram gerados andlises de diversidade alfa e beta. Os indices de
diversidade alfa (Tabela 1) revelaram diferencas significativas de diversidade entre as amostras.

Para o indice Chaol, foi observada uma diferenca significativa entre os tratamentos "Ninho" e
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"Ninho + P119" no tempo T1 (p =0.005159) e no tempo T10 (p = 0.03637). Além disso, houve
uma diferenca significativa entre os tempos T1 e T10 no tratamento "Ninho" (p = 0.02955),

mas nao no tratamento "Ninho + P119" (p = 0.1249).

No caso do indice Shannon, também foi observada uma diferenca significativa entre os
tratamentos "Ninho" e "Ninho + P119" no tempo T1 (p = 0.002475), mas ndo no tempo T10 (p
=0.08149). Ndo houve diferenca significativa entre os tempos T1 e T10 no tratamento "Ninho"
(p = 0.0812) nem no tratamento "Ninho + P119" (p = 0.5788). Para Simpson Inverso foi
observada uma diferenca significativa somente no na comparagao entre Tratamentos no Tempo

10 (p =0,02)

Figura 9 -Indices de diversidade alfa em box-plot referentes aos tratamentos e tempos dos

testes de bioaumentagdo in vitro em ninho de espuma.
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Tabela 1 - Valores dos indices de diversidade alfa médio para cada tipo de amostra.

Tratamento Tempo | Shannon Simpson Chaol
T1 4,64 0,968 1678
Ninho
T10 4,31 0,961 1084
Ninho + T1 3,23 0,875 825
P119 T10 3,42 0,889 445

28

Tabela 2 - Valores dos testes estatisticos 7 de Student para cada um dos indices de

diversidades.

Teste T Student
Chaol Shannon InvSimpson
Tratamento em T1 p <0.05 p <0.05 p> 0.05
Tratamento em T10 p <0.05 p > 0.05 p <0.05
Tempo em Ninho p <0.05 p > 0.05 p > 0.05
Tempo em Ninho + p> 0.05 p>0.05 p> 0.05
P119
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5.2 Analises de abundancia relativa para diferentes hierarquias.

Ap0s andlises de diversidade alfa, foram obtidos os graficos de abundancia relativa
para Filos e Géneros. Para os Filos, no Ninho Tempo 1 o Filo predominante foi
Proteobactéria (62,9%), seguida de Firmicutes (22,8%) e Bacteroidota (5,07%). De forma
semelhante, no Tempo T10, o grupo mais abundante também foi Proteobactéria (68,5%),
seguida de Firmicutes (21,6%) e Bacteroidota (4,21%). Ja para Ninho com o inoculante de
Pseudomonas os resultados diferiram um pouco. No Tempo 1 houve o maior predominio de
Firmicutes (53,8%), seguido de Proteobacteria (38,4%) e Fusobacteria (3,83%) enquanto no
Tempo 10, Proteobacteria (63,7%), Bacterioidota (28,2%) e Actinobacteriota (2,9%).
Verifica-se que a bioaumentacgdo por si s6 ndo modifica a estrutura dos filos dominantes,
enquanto a inocula¢do da cepa no primeiro dia afeta consideravelmente a distribuicdo e , no

décimo dia, volta a se estabilizar e adquirir outra conformacao, ja diferente dos controles.

Figura 10 - Grifico de barras empilhadas para abundancia relativa aos filos
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Ja analisando as abundancias para os géneros que apresentaram abundancia maior que
1% observou-se alta dissimilaridade. Para os ninhos no Tempo 1 houve predominio do género
Paenibacillus (19,7%), Elstera (9,35%) e Comamonadaceae Ndo Identificado (5%).
Para o Ninho no Tempo T10 houve predominio do género Paenibacillus (19,7%), Klebsiella
(9%) e Brevundimonas (6%). Quanto aos ensaios com inoculante, no Tempo 1 houve
predominio de Paenibacillus (49,2%), Pedobacter (23,9%) e Pseudomonas (14,9%). Ja para o
Tempo 10, Pedobacter (23,9%), Brevundimonas (9%) e Klebsiella (7%).

Figura 11 - Griéfico de barras empilhadas para abundancia relativa dos géneros com

abundancia maior do que 1%.
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5.3 Abundancia de Pseudomonas no testes de Bioaumentacao

O grupo Pseudomonas, género utilizado como inoculante com atividade anti-Bd,
apresentou diferentes abundancias para cada amostra (Tabela 3). Nos grupos controle do Tempo
1 e 10 e no tratamento com o inoculante no Tempo 10 os resultados foram semelhantes, a
abundancia relativa sequer alcangou 1%. No entanto, para Ninho + P119 T1 obteve-se um
nimero significativo de ASVs (n = 121101) o que representou 14% da composicao relativa na

comunidade.

Tabela 3 - Numero de ASVs e abundancia relativa de Pseudomonas para cada amostra

Ninho T1 Ninho T10  Ninho + P119 T1 Ninho + P119 T10

N° ASVs 2160 1087 121101 2887
Abundancia 0,3% 0,15% 14% 0,7%
Relativa de
Pseudomonas

De acordo com o Diagrama de Venn, o nimero de ASVs unicas foi maior no Ninho T1
(n =958) em comparacao ao T10 (n = 580). Nos tratamentos com P119, o Tempo 1 apresentou
um numero maior de ASVs unicas (n = 466) em relacdo ao Tempo 10 (n = 379). Além disso,
foram identificadas 483 sequéncias compartilhadas entre todos os tratamentos, representando o
chamado bacterioma core. A estrutura dessa comunidade, em nivel de filo, foi dominada por

Proteobacteria (77,7%), seguida por Bacteroidota (8,9%) e Actinobacteriota (4,34%).



Figura 12 - Diagrama de Venn de ASVs associadas aos tratamentos do teste de

bioaumentagdo in vitro em ninho de espuma.
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(Elaborado pelo autor)
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5.4 Analises de Diversidade Beta

Figura 13 - Andlise de Escalonamento Multidimensional Nao-Métrico (NMDS) referentes a
ASVs, ilustrando a relacdo entre as 11 amostras analisadas.
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(Elaborado pelo autor)

A fim de verificar a diversidade Beta entre as comunidades, a analise Escalonamento
Multidimensional Nao Métrico (NMDS) baseado na distancia de Bray-Curtis demonstrou
diferenca significativa entre a composicdo das comunidades (p < 0,05) e uma Otima
representacao do modelo para as distancias de dissimilaridade (stress = 0.025). Observa-se que
houve agrupamento das amostras principalmente em relacdao ao Tempo, sugerindo uma maior
relagdo da composi¢do da comunidade com o tempo de bioaumentacdo do que com a inoculag@o

de Pseudomonas.
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5.5 Analise diferencial de abundancia a nivel de género.

A andlise de abundancia diferencial (Figura 14) demonstrou os géneros que tiveram sua
abundancia influenciada pela adi¢do da cepa de Pseudomonas. No Tempo 1 observa-se géneros
que tiveram abundancia diminuida significativamente pela adicdo da cepa (Pedobacter,
Chryseobacterium, Brevundimonas, Paenibacillus, Stenotrophomonas, Xanthomonas,
Elizabethkingia, Coxiella, Staphylococcus, Escherichia/Shigella, Candidatus
Xiphinemotobacter, Micrococcus, Pseudomonas, Lawsonella e Anaerosinus) € que tiveram a
abundancia aumentada (Aquaspirillum, Acidathermus, Pseudonocardia, Paraclostridium,
Candidatus Solibacter, Spirosoma, Geobacter, Lapillicoccus, Candidatus Koribacter,

Paenisporosarcina,  Labrys,  Arsenicibacter, Intrasporangium, Undibacterium e

Propionivibrio).

Figura 14 - Andlise diferencial de abundancia a nivel de género para as amostras em T1
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(Elaborado pelo autor)

Legenda: Os géneros que aparecem em azul indicam quem teve a abundancia aumentada com a
adicdo da bactéria Pseudomonas putida P119 e os géneros em laranja indicam quem teve a
abundancia reduzida com a adigdo da bactéria Pseudomonas putida P119, os géneros que aparecem

com asterisco possuem valor de p < 0,05.
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Ja para o Tempo 10 (Figura 15) obteve-se o aumento dos seguintes géneros com adi¢ao
da cepa: Rhodoferax, Aneurinibacillus, Anaeromuso-Angeroarcus, Tetrasphaera, Sinomonas,
Salinispira, Acetobacterium, Paenibacillus, Edwardsiella, Gemmobacter, Aeromonas, Shinella
e Ensifer. Enquanto os seguintes diminuiram: Caulobacter sp. PMMR 1, Streptococcus,
Veillonella,  Neisseria, Scardovia, =~ Corynebacterium, Olsenella,  Staphylococcus,
Brevibacterium, Lawsonella, Komagataeibacter, Lactobacillus, Psychrobacter, Leuconostoc,

Rheinheimera, Beijerinckia e Enterobacter.
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Figura 15 - Analise diferencial de abundancia a nivel de género para as amostras em T10
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Legenda: Os géneros que aparecem em roxo indicam quem teve a abundéncia aumentada com a
adicdo da bactéria Pseudomonas putida P119 e os géneros em amarelo indicam quem teve a
abundéancia reduzida com a adigao da bactéria Pseudomonas putida P119, os géneros que aparecem
com asterisco possuem valor de p < 0,05.

(Elaborado pelo autor)

5.6 Rede de interacoes

As redes de interacdes (Figura 16) demonstraram que a bioaumentacido com P119 afetou
significativamente a estrutura e a conectividade das redes. Observou-se que o nimero de
interacdes (arestas) aumentou consideravelmente ao longo do tempo no ambiente nao tratado
(Ninho T10), sugerindo um desenvolvimento natural da complexidade das interacdes. A adi¢ao
de P119 no tempo T1, ao comparar com as amostras sem o inoculante também em T1, resultou
em um aumento no ndmero de arestas e vértices € numa diminuicdo no didmetro da rede,
sugerindo um microbioma bem interligado. Entretanto, ao comparar o tempo de 10 dias com
P119 e sem P119, observou-se um ambiente com uma menor quantidade de vértices e arestas e

maior didmetro de rede.

Os valores de transitividade grifica mostraram uma alta tendéncia de formagdo de

grupos de bactérias que desempenham fungdes semelhantes em todos os tratamentos, indicando
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que a estrutura modular € uma caracteristica comum nessas redes. A densidade da rede, que
representa a propor¢do de interagdes existentes, foi maior no ambiente ndo tratado em T10,
corroborando o aumento no nimero de interagdes. A adicao de P119, especialmente em T10,
resultou em um aumento na densidade da rede, sugerindo que a bioaumentagdo pode ter afetado

a conectividade global da comunidade.

O didmetro da rede, revelou que o ambiente ndo tratado em T1 apresentava a maior
distancia entre as bactérias, enquanto a adi¢cdo de P119 em T1 resultou em uma rede mais
compacta. A modularidade foi alta em todos os tratamentos, indicando que a formacdo de
modulos distintos é uma caracteristica comum nessas redes. Por fim, cabe destacar que parece

haver uma manuten¢do da complexidade rede ao longo do tempo com a adi¢do da bactéria.

Figura 16 - Redes de interagdes bacterianas para os diferentes tratamentos do ensaio de

bioaumentacdo in vitro em ninhos de espuma.
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(Elaborado pelo autor)
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Tabela 4 - Parametros das redes de interacio bacteriana para cada tipo de tratamento.

Arestas Vértices Transitividad Densidade Diametro Modularidade
e grafica da rede
Ninho T1 11192 738 0,789794 0,041154 38 0,76
Ninho T10 | 39441 1251 0,728731 0,050444 22 0,62
Ninho + 28137 1148 0,712959 0,042737 18 0,78
P119T1
Ninho + 21149 771 0,7627 0,071248 28 0,70

P119 T10
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6 DISCUSSAO

As andlises de diversidade mostraram que o Ninho no Tempo 1 obteve os maiores
valores para todos os indices de diversidade, enquanto o Ninho + P119 no Tempo 10 os
menores. Isto sugere que a adicdo de Pseudomonas e o maior tempo de bioaumentacdo
influenciam consideravelmente na diversidade da comunidade microbiana dos ninhos de
espuma.

A composigdo de filos nas amostras € muito semelhante ao que ja se obteve em outros
estudos com Leptodactylus vastus (Monteiro et al. 2023), sendo os filos dominantes na maioria
das amostras Protebacteria, em primeiro lugar, seguida de Firmicutes e Bacteroidota. No
entanto nota-se mudancas no padrdo de filos com adi¢do de Pseudomonas, No Tempo 1 ha
dominio de Firmicutes (21,6%) e a presenga de Fusobacteria em alta abundancia (3,83%). Ja
no Tempo 10 hd a presenca de Actionobacterias (2,9%). E interessante ressaltar que, ao se
analisar a estrutura dos filos do bacterioma core das ASVs, existe grande semelhanca com os
filos em alta propor¢cdo em Ninho + P119 T10, o que sugere que os tratamentos nao
influenciaram na composi¢ao da comunidade core.

Cabe notar que o dominio de Firmicutes no Tempo 1 com inoculante foi preponderante
devido a presenca do grupo Paenibacillus, género de bactérias conhecidas pela produgdo de
moléculas antifingicas (Monteiro et al. 2023). Ademais, a presenca de Bacteroidota foi
caracterizada pela abundancia do gé€nero Pedobacter, bactéria tipica de solos, encontradas
também na rizosfera de plantas.

A abundancia de Pseudomonas, género do inoculante, nas amostras indica uma baixa
manuten¢do da cepa a dinamica da comunidade. Isso é evidenciado pelo fato de que um valor
significativo de abundancia do grupo (n = 14%) foi observado apenas no grupo controle no
Tempo 1 da bioaumentacio, enquanto no Tempo 10 e nos tratamentos com o inoculante, o
nimero de ASVs apresentou uma queda considerdvel (n < 1%)

E importante ressaltar a dificuldade de predizer os resultados da interacio entre
probidticos e o microbioma de anuros. Além de ser um tema pouco estudado, somente alguns
estudos conseguiram obter sucesso manipulando microbiomas para uma fungdo especifica
(Becker et al., 2022). As tentativas de introduzir probiéticos em anuros, levaram a resultados
diversos: segundo estudos realizados por Kueneman et al. (2016), a inoculagdo de J. lividum
em adultos de R. muscosa infectados por Bd aumentou a taxa de sobrevivéncia em até 40% em
comparacdo com individuos infectados que nao receberam o probidtico através do aumento da

abundancia da cepa, em contraste, a aplicacdo da mesma bactéria em sapos-dourados do
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Panamd (Arelopus zeteki) ndao proporcionou protecdo contra Bd, e os niveis de J. lividum
reduziram progressivamente ao longo do experimento (Becker et al. 2012). Ademais, é
necessdrio cautela ao se avaliar os resultados do probiético na comunidade bacteriana: € sabido
que os tdxons microbianos podem alternar entre inibir ou promover o crescimento de patégenos,
dependendo da composi¢do da comunidade (Antwis et al., 2018). Em casos mais extremos,
podem mudar de benéficos para parasiticos (ou vice-versa), em processos possivelmente
mediados por fatores do hospedeiro (Bates et al., 2021).

As andlises de diversidade beta indicam que as amostras se agrupam mais em fun¢ao do
tempo do que do tratamento, sugerindo que o tempo de bioaumentagdo tem um impacto maior
na similaridade dos microbiomas. Isso pode estar relacionado a processos dindmicos de
competi¢do e estabilizacdo da comunidade bacteriana ao longo do tempo. Além disso, observa-
se uma diferenca abrupta entre as amostras com inoculante nos Tempos 1 e 10. Considerando
a baixa abundancia da cepa no décimo dia, isso sugere que a inocula¢do provoca mudangas
significativas na diversidade do Ninho, mesmo sem conseguir persistir ao longo do tempo. E
notério que diversos estudos t€ém como principal problema fazer com que as bactérias
probidticas alcancem uma densidade limiar necessaria para se produzir metabdlitos anti-Bd em
concentracdes minimas para protecdo contra patégenos (Becker et al., 2022)

Vale ressaltar, que embora a adi¢cao de Pseudomonas nao tenha persistido, tal fator, por
st s0, ndo indica o fracasso da mesma como futuro probidtico. De acordo com a hipétese do
probidtico-chave € possivel que um probidtico possa proteger anfibios mesmo estando em baixa
abundancia por estabelecer mudangas significativas na comunidade: um controle indireto, em
que ndo necessariamente os metabolitos produzidos pela cepa seriam responsaveis pela inibicdo
do patégeno (modelo do probidtico abundante), mas sim as interagdes ecoldgicas com a
comunidade.

Ademais, cabe ressaltar que as ferramentas de bioinformética foram essenciais para este
estudo, permitindo uma andlise detalhada da estrutura da comunidade bacteriana ao longo do
tempo e dos impactos da bioaumentagao com Pseudomonas putida. O uso de pipelines robustos,
como DADA?2 para o processamento das sequéncias e bancos de dados como SILVA 138 SSU
para classificagdo taxondmica, garantiu alta precisao na identificacao das ASVs. Além disso, a
aplicacdo dos pacotes Phyloseq, Vegan e igraph possibilitou avaliar a diversidade microbiana,
identificar diferencas na composicao bacteriana entre os tratamentos e explorar as redes de
interacdo entre 0s microrganismos.

Por fim, nota-se que o presente estudo atingiu com sucesso seus objetivos ao analisar as

sequéncias de amplicon rRNA 16S de ninhos de espuma, permitindo a caracterizacdo da
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estrutura da comunidade bacteriana em diferentes tempos de bioaumentacdo. As andlises
revelaram os impactos da inoculag¢do no bacterioma, evidenciando alteracdes na composi¢cao
microbiana e nas interagdes ecoldgicas.

Embora este estudo tenha fornecido insights importantes sobre os impactos da
bioaumentagdo com Pseudomonas putida P119 na estrutura da comunidade microbiana dos
ninhos de espuma, mais pesquisas sao necessdrias para aprofundar a compreensao desses
efeitos. Estudos adicionais que investiguem a funcionalidade das bactérias envolvidas, por
meio de abordagens metagendmicas e metaboldmicas, poderiam esclarecer os mecanismos
responsaveis pelas alteracdes observadas. Além disso, testes in vitro com Batrachochytrium
dendrobatidis sdo fundamentais para avaliar a real eficicia da bioaumentacao como estratégia
probidtica contra a quitridiomicose. Também seria relevante explorar a persisténcia da cepa
inoculada ao longo do tempo e seu impacto ecoldgico a longo prazo. Dessa forma,
investigagdes futuras poderdo contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes

e sustentdveis na conservagdo de anfibios ameagados.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que os resultados deste estudo revelam que a adi¢do de
Pseudomonas e o tempo de bioaumentacao influenciam a diversidade microbiana nas amostras
de ninhos de espuma, com um impacto significativo na diversidade microbiana em tratamentos
com Pseudomonas ao longo do tempo. Embora a composic¢ado de filos tenha seguido padrdes ja
observados em outros estudos com Leptodactylus vastus, algumas alteracdes foram notadas
com a introdu¢do do inoculante, como o dominio de Firmicutes no Tempo 1 e a presenca de
Fusobacteria e Actinobacteria em diferentes momentos. A baixa persisténcia da Pseudomonas
na comunidade sugere dificuldades na adesdao e manuten¢do de probidticos no microbioma de
ninhos de espuma. No entanto, a andlise das interagcdes ecoldgicas entre as bactérias e a
comunidade microbiana sugere que, mesmo em baixa abundancia, um probidtico pode gerar
efeitos benéficos indiretos, como a modula¢ao da comunidade, sem necessariamente exigir altas
concentragdes para a producdo de metabdlitos protetores. Esses achados destacam a
complexidade da manipulacdo do microbioma de anuros e a necessidade de mais estudos para
entender melhor as interacdes entre probidticos e comunidades microbianas em diferentes
contextos ambientais. Futuros estudos devem investigar estratégias para aumentar a persisténcia
de Pseudomonas no microbioma dos ninhos, além de avaliar os impactos funcionais dessas

modifica¢des na protecdo contra Batrachochytrium dendrobatidis.
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