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RESUMO

Os anuros sao o grupo de vertebrados que se encontram atualmente mais ameacados devido a
fatores como mudangas climaticas, fragmentacao, perda de habitat e doengas infecciosas como
¢ o caso da quitridiomicose causada pelo fungo patogénico Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd). Tendo em vista a severidade dessa doenga, diversos estudos e tentativas de mitigacdo vém
sendo pleiteadas. Até o momento, a abordagem considerada mais promissora ¢ a introdugdo na
pele de anuros de probioticos capazes de produzir metabodlitos anti-Bd previamente isolados da
pele desses animais. No entanto a presenca de bactérias com atividade anti-Bd também pode
ser detectada em outros locais como em ninhos de espumas, que sdo estruturas altamente
complexas que servem de protecdo para a prole. Apesar de sua microbiota ainda pouco
caracterizada, diversos indicios mostram que parte do microbioma do ninho pode compor o
microbioma da pele de girinos e jovens adultos, o que gera possibilidades de novas formas de
utilizagdo de probiodticos. Dessa forma, o presente projeto propde analisar o potencial
antifungico e anti-Bd de trés bactérias provenientes de ninhos de espuma, do género
Pseudomonas, ja associado na literatura como possuindo acdo anti-Bd e o impacto da
inoculacdo de um desses microrganismos no bacterioma de ninhos de espuma de Leptodactylus
vastus, a fim de dar a luz a novas possibilidades de utilizagdo de probidticos anti-Bd na natureza.
Para isso, as trés cepas de Pseudomonas tiveram seus genomas sequenciados e a identificagao
anivel de espécie foi realizada utilizando genes housekeeping. O genoma das cepas foi avaliado
quanto a presenga de genes relacionados a atividade antifingica, viruléncia e patogenicidade.
Uma das cepas foi utilizada para realizacdo de um ensaio de bioaumenta¢ao in vitro em ninhos
de espuma in natura de L. vastus. Para a avaliagdo do ensaio foram preparadas bibliotecas de
amplicons rRNA 16s das amostras de 1 e 10 dias. As bibliotecas foram sequenciadas por NGS
e o efeito da adicdo da bactéria na comunidade bacteriana foi avaliado. As trés cepas
sequenciadas foram determinadas como sendo Pseudomonas putida. Nao foi possivel detectar
genes relacionados a resisténcia a antibioticos e a patogenicidade. Com relagdo a atividade
antifingica o isolado P. putida P119 apresentou o maior potencial genético. Nao foi observado
mudangas significativas na estrutura da comunidade bacteriana com a adicdo da bactéria,
entretanto detectou-se uma mudanga no perfil de interagdo de redes, em que a P119 demonstrou
compatibilidade e participacdo com a comunidade bacteriana do ninho. Esse ¢ um primeiro
estudo voltado para compreender a resposta de ninhos de espuma a intervencao de introdugao

de um probidtico, ampliando o leque de possibilidades de profilaxias da quitridiomicose.



Palavras-chave: probiodticos; bioaumentagao; metagendmica; quitridiomicose;

Batrachochytrium dendrobatidis.



ABSTRACT

Anurans are currently the most threatened group of vertebrates due to factors such as climate
change, fragmentation, habitat loss, and infectious diseases, such as chytridiomycosis caused
by the pathogenic fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). Given the severity of this
disease, various studies and mitigation efforts have been pursued. So far, the most promising
approach is considered to be the introduction of probiotics capable of producing anti-Bd
metabolites into the skin of anurans, previously isolated from the skin of these animals.
However, bacteria with anti-Bd activity can also be found in other locations such as foam nests,
which are highly complex structures that serve as protection for offspring. Despite their poorly
characterized microbiota, several indications show that part of the nest microbiome may
compose the skin microbiome of tadpoles and young adults, which opens up possibilities for
new uses of probiotics. Thus, this project proposes to analyze the antifungal and anti-Bd
potential of three bacteria from foam nests, belonging to the genus Pseudomonas, already
associated in the literature with anti-Bd action, and the impact of inoculating one of these
microorganisms on the bacteriome of foam nests of Leptodactylus vastus, in order to shed light
on new possibilities for the use of anti-Bd probiotics in nature. For this, the genomes of the
three Pseudomonas strains were sequenced, and species-level identification was performed
using housekeeping genes. The strain’s genomes were evaluated for the presence of genes
related to antifungal activity, virulence, and pathogenicity. One of the strains was used to
perform an in vitro bioaugmentation assay in natural foam nests of L. vastus. For the assay
evaluation, 16S rRNA amplicon libraries of the samples from 1 and 10 days were prepared. The
libraries were sequenced by NGS, and the effect of adding the bacteria on the bacterial
community was assessed. The three sequenced strains were determined to be Pseudomonas
putida. It was not possible to detect genes related to antibiotic resistance and pathogenicity.
Regarding antifungal activity, the P. putida P119 isolate showed the highest genetic potential.
No significant changes in the structure of the bacterial community were observed with the
addition of the bacteria; however, a change in the network interaction profile was detected, in
which P119 demonstrated compatibility and participation with the nest bacterial community.
This is a first study aimed at understanding the response of foam nests to the introduction of a

probiotic, expanding the range of chytridiomycosis prophylaxis possibilities.

Keywords: probiotics; bioaugmentation; metagenomics; chytridiomycosis; Batrachochytrium

dendrobatidis.
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1 INTRODUCAO

Atualmente os anfibios sdo considerados um dos grupos mais ameagados de extingdo.
Diversos fatores como mudangas climaticas, perda e fragmentagdo de habitat além de doencas
emergentes estdo diretamente atrelados ao declinio populacional desse grupo (LUEDTKE et
al., 2023). Entre as doengas emergentes que afetam os anfibios, podemos destacar a
quitridiomicose, que ¢ causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), que age na
pele desses animais, causando hiperqueratinizagdo e desequilibrio hidrico na pele, o que esté
atrelado a mortalidade pela doenca (VOYLES et al., 2009). Estima-se que a quitridiomicose ja
tenha ocasionado o declinio de 501 espécies e presumidamente a extingao de 90 (SCHEELE et

al., 2019), porém esses nimeros podem estar atualmente subamostrados.

Os anuros sdo conhecidos por possuirem uma imensa diversidade de modos
reprodutivos, dentre estes, 0 modo de reprodugdo por ninhos de espuma ¢ bastante difundido,
ocorrendo com grande frequéncia dentro dos 71 modos reprodutivos descritos para esse grupo.
(NUNES-DE-ALMEIDA; HADDAD; TOLEDO, 2021). Essas estruturas reprodutivas podem
ser depositadas (a depender da espécie) em corpos d'agua, depressdes ou buracos, troncos etc.
(CRUMP, 2015). Esses ninhos, servem de proteg¢ao para os ovos € girinos contra dessecamento,
radiagdo, predacdo, dentre outras fungdes (GOULD, 2021). Estudos relacionados com a
composi¢do bioquimica dos ninhos de espuma, mostram uma predominancia de proteinas,
chamadas de ranaspuminas, e carboidratos; compondo uma bioestrutura bastante unica na

natureza (HISSA et al., 2008; FLEMING et al., 2009; COOPER et al., 2017).

Além da composi¢ao bioquimica também foram realizados estudos sobre a microbiota
associada a essas estruturas (HISSA et al., 2008; CASTRO, 2019; MARTINS, 2020;
BEZERRA, 2021; MCGRATH-BLASER et al., 2021; MONTEIRO et al., 2023) que
mostraram uma sele¢do de microrganismos pelas condi¢des nicas presentes nos ninhos, como
composi¢ao bioquimica, umidade, aeragdo entre outros. No entanto ainda sdo necessarios mais
estudos que visem melhor entender a composi¢do e o papel dessa microbiota, principalmente

no que diz respeito a protecdo contra patdgenos.

Sabe-se que uma microbiota simbionte da pele de anfibios pode desempenhar diversas
funcdes para os seus hospedeiros, como a aquisi¢do de nutrientes (DALE; MORAN, 2006) e

protecdo contra patogenos como Bd, através da producdo de metabdlitos secundarios
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(BRUCKER et al., 2008). No entanto, ainda ndo € tdo claro o papel da microbiota do ninho de

espuma nas fases de desenvolvimento desses anuros.

Hé indicios, no entanto, que microrganismos do ninho colonizam a pele desses
individuos, mesmo que depois de adultos aparecam em menor propor¢do quando comparadas
as adquiridas do ambiente (MCGRATH-BLASER et al., 2021). Sabe-se que a estrutura da
comunidade bacteriana antes da infeccdo pode prever os niveis de morbidade e mortalidade
depois da infeccao pelo fungo Bd (BECKER et al., 2015a). Atualmente alguns microrganismos
sao relatados como possuindo uma agao anti-Bd, sendo alvos para a prospeccdo de medidas
profilacticas contra a quitridiomicose. Muitos dos microrganismos com a¢ao anti-Bd sdo
encontrados, inclusive, de forma abundante na pele de muitas espécies de anfibios anuros, como

¢ o caso de cepas pertencentes ao género Pseudomonas (MYERS et al., 2012).

Tendo isso em vista, diversos trabalhos utilizaram bactérias isoladas com capacidade
anti-Bd in vitro, para testes in vivo em animais, a fim de avaliar se tratamentos com esses
microrganismos seriam eficientes contra a infec¢do pelo Bd (HARRIS et al., 2009; BECKER;
HARRIS, 2010; MYERS et al., 2012). Essa técnica ¢ denominada de bioaumentagao, e tem
como objetivo utilizar microrganismos com acdo anti-Bd testada, como probidticos,
aumentando a abundancia desses microrganismos, geralmente na pele desses animais,

promovendo assim uma agao protetora contra o fungo (BLETZ et al., 2013).

Entre os trabalhos realizados para esse fim, varios mostraram resultados positivos
(HARRIS et al., 2009; BECKER; HARRIS, 2010; MULETZ WOLZ et al., 2012; MYERS et
al., 2012; KUENEMAN et al., 2016), com outros ndo observando uma protecdo anti-Bd
significativa, principalmente ao longo do tempo (BECKER et al., 2011; KUNG et al., 2014),
mostrando que ainda ha muito o que se desvendar na busca por probidticos. No entanto, além
de avaliar a eficiéncia desses probioticos utilizados, no que tange a sua acdo anti-Bd, ¢
necessario também avaliar sua seguranga € os impactos que esses microrganismos podem

causar no microbioma do hospedeiro.

De modo geral, faltam estudos acerca da composi¢cdo da comunidade microbiana de
ninhos de espuma, bem como do seu impacto na composi¢do do microbioma da pele de girinos,
jovens e adultos pos-metamoérficos. Um entendimento mais aprofundado sobre o assunto e
estudos utilizando microrganismos presentes nessas estruturas podem ser de grande importancia

na conservagao desses individuos. Dessa forma, o presente projeto propde analisar o impacto
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da inoculacao de bactérias do género Pseudomonas, ja associadas na literatura como possuindo
acao anti-Bd, no bacterioma de ninhos de espuma de Leptodactylus vastus Lutz, 1930, a fim de

dar a luz a novas possibilidades de utilizagdao de probidticos anti-Bd na natureza.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Papel ambiental dos anfibios e desafios para a sua conservacao

Os anfibios sdo um grupo de vertebrados que irradiaram ha milhares de anos e possuem
caracteristicas peculiares, como formas de vida bastante distintas sendo elas, em sua maioria,
uma forma larval livre-natante e uma forma adulta terrestre, que exercem diferentes papeis
ecoldgicos (LION et al., 2019; SZEKELY et al., 2020). Os adultos possuem uma pele fina e
mucosa, que auxilia na regulacdo térmica, hidrica, trocas gasosas (respiracdo cutanea) e
imunidade (LARSEN, 2021; ROLLINS-SMITH, 2023). Sao animais ectotérmicos, ou seja, ndo
sdo capazes de produzir seu proprio calor, dependendo assim da temperatura do ambiente.

Todas essas caracteristicas fazem dos anfibios espécies Unicas em termos ecoldgicos.

Os anfibios podem ser divididos em trés ordens, Gymnophiona ou Apoda (cecilias ou
cobras-cegas), Urodela ou Caudata (salamandras), e Anura (sapos, ras e pererecas. Atualmente,
ja foram descritas mais de 8.715 espécies, sendo cerca de 88% anuros, 9,5% caudatas e 2,5%
gyminophionas (AmphibiaWeb, 2024). S6 no Brasil podemos encontrar mais de 1.000 espécies
de anfibios, com novas espécies sendo descritas constantemente (STEIGERWALD et al.,
2021). Esses animais podem ser encontrados amplamente em quase todos os biomas do mundo,
ocupando uma grande diversidade de habitats, existindo espécies semi-aquaticas, aquaticas,
semi-arboreas, arbdreas, terrestres, escansoriais e fossoriais (WELLS, 2019; BOLOCHIO et
al., 2020). Também podem ser encontrados em gradientes de elevacdo em diferentes partes do
mundo, com consideravel diversificacdo de nichos a depender da faixa altitudinal (ZHANG;
LU, 2012; MOSKWIK, 2014; BOTTS; ERASMUS; ALEXANDER, 2015; STEIGERWALD
etal., 2021).

Por possuirem uma biologia tdo Unica, esses animais podem exercer diversas funcdes
no ambiente destacando-se a sua importancia nas teias alimentares e processos ecossistémicos,
estando envolvidos em diversas dindmicas ecologicas (PERRIN et al., 2023). Por serem
animais muito sensiveis a mudangas no ambiente e poluicdo por metais e diversos outros
componentes, sdo também constantemente utilizados como indicadores de qualidade ambiental
(TORNABENE et al., 2023). Outros papeis desempenhados séo a predacdo de vetores de
doengas humanas e pragas agricolas e importancia farmacéutica devido a compostos
antibacterianos, antivirais, antifungicos, antiparasitarios, anticancer, antidiabéticos, anti-

alzheimer, cardiotonicos, analgésicos, encontrados em secrecdes da pele desses animais, com
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alto potencial terapéutico (MANS et al., 2020; BARROS et al., 2022; SPRINGBORN et al.,
2022; ZANNELLA et al., 2022; PERRIN et al., 2023).

Apesar de sua importancia ecoldgica e econémica, 0 grupo encontra-se em constante
declinio populacional. Dados da International Union for Conservation of Nature (IUCN,
2024), mostram que cerca de 41% dos anfibios se encontram atualmente sob ameaca de
extingdo, maior nimero entre os vertebrados. As maiores causas de declinio populacional de
espeécies no Brasil e no mundo, estdo ligadas a modificacdo de habitats, crescimento urbano e
poluicdo (ICMBIO, 2018; LUEDTKE et al., 2023). Outros fatores de ameacas sao mudancas
climéticas, superexploracdo, introducdo de espécies invasoras e doengas emergentes
(LUEDTKE et al., 2023). No Brasil, a maior parte dessas espécies ameagadas se encontra na
regido da Mata Atlantica (Figura 1), dominio fitofisionbmico mais devastado nos Gltimos
séculos, com efeitos também sobre sua fauna (BECKER et al., 2007; LUEDTKE et al., 2023).

Figura 1 - Distribuicdo de 2.873 espécies de anfibios globalmente ameacadas.

Number of species
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Fonte: Luedtke et al., (2023).

Dentre todos os fatores de ameacgas temos a disseminagdo de patdgenos que causam
doengas graves como uma das preocupaces crescentes, quando falamos na conservagao desse
grupo. Alguns trabalhos demonstram também que fatores, como a fragmentacdo de habitats e
poluicdo, aumentam mais ainda o risco de infeccdo, uma vez que essas ameagas diminuem a
diversidade imunogenética dos animais, piorando o quadro de doengas, como é o caso da
quitridiomicose (BELASEN et al., 2019; JACINTO-MALDONADO et al., 2023).
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2.2 O fungo Batrachochytrium dendrobatidis e sua atuacio no declinio populacional dos

anfibios

A quitridiomicose ¢ uma doenga emergente que vem causando declinio nas
comunidades de anfibios desde o final do século passado (Figura 2) (BERGER et al., 1998).
Essa doenca pode ser causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) ou
Batrachochytrium salamandrivorans, o primeiro infectando majoritariamente anuros e o
segundo aparentemente restrito a salamandras (SEWELL; LONGCORE; FISHER, 2021;
STEGEN et al., 2017).

Figura 2 - Cronologia das declinagdes de anfibios associadas a quitriodomicose.
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Fonte: Scheele et al., (2019). (A) Declinios por ano. As barras indicam o ndmero de declinios em um determinado
ano, empilhados de acordo com a gravidade do declinio. Para espécies em que 0 ano exato do declinio é incerto, a
figura mostra 0 ano do meio do intervalo de incerteza, conforme indicado por especialistas ou inferido a partir dos
dados disponiveis. (B) Declinios acumulativos. As curvas indicam o nimero acumulado de declinios em cada
categoria de gravidade ao longo do tempo. Em (A) e (B), as setas marcam a descoberta da quitriodomicose em
1998.

O Bd é um fungo aquatico, pertencente a Classe dos Chytridiomycetes. Seu ciclo de
vida consiste na progressdo de zodsporos (esporos flagelados), para o organismo maduro
chamado talo, produtor de um zoosporangio Unico que originara novos zoOsporos que serao
liberados completando o ciclo de vida (BERGER et al., 2006). A infeccdo dos anfibios ocorre
na sua forma de zoGsporos que se alojam na epiderme onde completam seu ciclo de vida dando

inicio a infeccdo (Figura 3). Com relagdo a sua fisiologia as condices ideais de
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desenvolvimento para Bd sdo temperaturas entre 10 e 25 °C e pH (6 — 7), condicOes
normalmente encontradas em sistemas de agua doce. Temperaturas e pH diferentes dessas
faixas ndo favorecem seu desenvolvimento (PIOTROWSKI; ANNIS; LONGCORE, 2004).
Estudos recentes mostram, no entanto, que a variedade de locais onde a presenca desse fungo
pode ser detectada, vai além do ja analisado, sendo possivel detectar a presenca de zooGsporos
até mesmo na neblina (PRADO et al., 2023).

Os principais sinais clinicos da quitridiomicose séo letargia, falta de apetite, dificuldade
de manutencdo da postura com abducdo dos membros e hiperqueratinizacdo da pele do
hospedeiro, provocando descamacéo e despigmentacdo (BERGER; SPEARE; HYATT, 1999).
O excesso de descamacdo na pele dos individuos doentes e toxinas liberadas pelo patgeno,
geram um desbalanco hidrico e i6nico, prejudicando as atividades cardiacas desses animais,

estando esse fator associado a mortalidade pela doenca (VOYLES et al., 2009).

Figura 3 - Ciclo de vida do fungo Batrachochytrium dendrobatidis
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Com a grande severidade da doenga, e ampla distribuicdo do fungo, constantes sdao os
esforcos de deteccao tanto da presenca do fungo, como de individuos infectados. Em 2013 foi
divulgado um levantamento, que revelou a presencga do fungo Batrachochytrium dendrobatidis
ou Bd, como ¢ também conhecido, em 71 paises e 695 espécies (OLSON et al., 2013). Alguns
anos depois, utilizando como base o compilado bibliografico de (CASTRO MONZON;
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RODEL; JESCHKE, 2020) tivemos um trabalho de ocorréncia taxonomica e geografica de
onde esses numeros foram aumentados para 1.375 espécies infectadas em 92 paises (OLSON
et al.,2021). Ademais, em 2019 foi estimado que o Bd ja possa ter causado o declinio de 501

espécies e presumidademente a extingdo de 90, numero esse atualmente subestimado

(SCHEELE et al., 2019).

Atualmente, j& se tem conhecimento de 5 linhagens do Bd, todas derivadas de uma cepa
originada da Asia com distribuicdo intensificada por atividades antrépicas (SEWELL;
LONGCORE; FISHER, 2021). A distribuicdo dessas cepas ¢ global (Figura 4), havendo
detecgdo de pelo menos uma linhagem em todos os continentes onde os anfibios sao
encontrados (SCHEELE et al., 2019; OLSON et al., 2021; SEWELL; LONGCORE; FISHER,
2021). As regides da América Central e América do Sul possuem atualmente o maior percentual
de espécies sob ameaga, sendo também preocupantes a situagio na América do Norte, Africa e

Oceania, onde ja foram identificados casos reais de extingao (Figura 5).

Figura 4 - Evolucao e distribui¢ao das linhagens de Bd pelo mundo.
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Figura 5 - Severidade de declinios populacionais de anfibios nos diferentes continentes
continental.
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Fonte: Scheele et al. (2019).

No Brasil temos a prevaléncia das linhagens BdBrazil (enzodtica e menos virulenta) e
BAGPL (panzooodtica e mais virulenta) (BYRNE et al., 2019; SEWELL; LONGCORE;
FISHER, 2021). A menor viruléncia da linhagem BdBrazil pode ser dada ao fato de ser uma
das primeiras linhagens a se ramificar. Linhagens mais antigas se encontram na literatura menos
relacionadas aos surtos infecciosos de Bd quando comparadas a linhagens mais novas e hibridos
(GREENSPAN et al., 2018; O’HANLON et al., 2018). Até o inicio do século ndo se havia
registros de Bd no Brasil, mas varios estudos ja mostram sua ampla e crescente distribuicdo em
varios cantos do pais (BECKER et al., 2015a; CARVALHO; BECKER; TOLEDO, 2017;
AZAT et al., 2022). Entretanto, a maior parte dos trabalhos concentram esfor¢os no Sudeste,
mais precisamente em fragmentos remanescentes de Mata Atlantica, hotspot de biodiversidade
e detentora da maior diversidade de anfibios do pais (HADAD et al., 2013).

Dessa forma, faltam dados que mostrem a situacéo real do fungo em outras regides como
no Nordeste do Brasil, mesmo j& havendo alguns esforcos, como o estudo realizado na Bahia,
que utilizou técnicas histoldgicas em colec¢des herpetoldgicas do estado, observando a presenca
de espécimes de adultos infectados, com 2 possuindo sinais clinicos da doenca, estimando a
presenca do fungo pelo menos desde 1996 (AMORIM et al., 2019). Alguns trabalhos, mostram
alguns pontos outros pontos de deteccdo de Bd na Caatinga, demonstrando a adaptacéo desses
fungos ndo apenas a ambientes imidos (CARVALHO; BECKER; TOLEDO, 2017; BENICIO
et al., 2019). No Ceara, a amostragem € ainda mais insuficiente, no entanto, em 2021 houve a
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deteccdo de Bd em 20 espécies dentre 28 analisadas, tendo sido observada a presenca do fungo
em todas as 6 localidades visitadas espalhadas pelo estado (MENDES, 2021).

2.3 A importancia do microbioma na protecio contra patégenos e a bioaumentagio como

forma de biorremediacio da quitridiomicose

Sabemos atualmente, que os microrganismos desempenham papéis importantes na
salde dos animais. Os organismos simbiontes participam ativamente na manutencdo da
imunidade e geralmente sdo a primeira linha de defesa, juntamente com a pele (que em anuros
podem secretar peptideos antimicrobianos cutadneos (AMP)), contra organismos invasores
(WOODHAMS et al., 2007; BURKART et al., 2017; ROLLINS-SMITH, 2023). Diversos
fatores como, ambiente, geografia, sexo, dieta, filogenia, co-habitacdo, transferéncia parental,
captividade e tranferencia humano-pet, podem influenciar a composi¢do microbiana associada
aos vertebrados(ROSS; RODRIGUES HOFFMANN; NEUFELD, 2019). Nos anfibios os
principais fatores que moldam a microbiota da pele estdo ligados a caracteristicas do
hospedeiro, interacGes bidticas e condi¢bes ambientais (Figura 6) (REBOLLAR et al., 2016a).
Esses elementos complexos influenciam diretamente a saude e a sobrevivéncia desses animais,
sendo essencial compreendé-los para a conservacdo dessas espécies frente as mudancas

ambientais.
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Figura 6 - Principais fatores que influenciam a diversidade e fun¢do da microbiota da pele
dos anfibios.
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Em se tratando de protecdo contra doengas, 0s microrganismos simbiontes podem atuar
protegendo o hospedeiro através da produgdo de componentes que inibam a proliferacdo do
patogeno (BECKER; HARRIS, 2010; LOUDON et al., 2014). Dessa forma um bom
entendimento da microbiota associada ao individuo, utilizando além de técnicas de cultivo,
técnicas moleculares atuais como as “Omicas” (metagenOmica, metatranscriptomica e
metaboldmica), pode gerar respostas e dicas de como mitigar os efeitos de doencas como a
quitridiomicose nos anfibios (REBOLLAR et al., 2016a).
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Com relacéo aos principais filos de bactérias encontrados na pele de anuros, vemos
consistentemente, em termos de abundancia, a predomindncia dos filos Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteriodetes e Firmicutes (BELDEN et al., 2015; MADISON et al., 2017;
MCGRATH-BLASER et al., 2021). No entanto, ao tratarmos do microbioma em anuros, é
importante levar em consideragdo que a maioria desses animais passam por transformagoes
dréasticas na metamorfose, que geram grandes mudancas fisioldgicas, na dieta e no habitat, o
que acaba influenciando na composicdo das comunidades microbianas (KOHL et al., 2013).
Outro ponto é que mudancas de temperatura e contaminantes ambientais também podem
modificar a estrutura microbiana da pele desses animais, diminuindo sua imunidade, os
deixando mais suscetiveis a infeccdes (LONGO et al., 2015; VARGA; BUI-MARINOS;
KATZENBACK, 2019).

Nesse sentido, a interacdo entre Bd e microbioma da pele de anfibios ja vem sendo
estudada ha alguns anos, sendo observado que ao interagir com 0s microrganismos simbiontes
da pele desses animais o Bd pode agir de duas formas principais: 1- estimulando a producéo de
metabdlitos antifingicos por microrganismos presentes na comunidade simbionte; 2- alterando
a composicdo microbiana da pele desses individuos (WALKE; BELDEN, 2016). Além disso,
também é possivel delinear um terceiro cenario, onde o microbioma altera o padréo da infeccédo
permitindo que o individuo infectado conviva com o fungo sem desenvolver sinais clinicos da
doengca (WOODHAMS et al., 2007).

Na literatura, j& existem alguns metabodlitos descritos que atuam inibindo o crescimento
do Bd. Como exemplo temos o 2,4-diacetylphloroglucinol produzido pela bactéria Lysobacter
gummosus e os compostos indole-3-carboxaldehyde e violacein produzidos pela bactéria
Janthinobacterium lividum todos obtido da pele da salamandra Plethodon cinereus
(BRUCKER et al.,, 2008). Em anuros temos como exemplo a producdo de 2,4-
diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG) pela bactéria Pseudomonas fluorescens, normalmente
encontrada na pele da espécie Rana muscosa (MYERS et al., 2012). Alem disso, tambem ha
relatos de géneros de bactérias como Serratia sp., Stenotrophomonas sp., Streptomyces sp.,
Enterobacter sp., Pseudomonas sp. e Klebsiella sp. com atividade anti-Bd (MADISON et al.,
2017; ABARCA et al., 2021).

Assim, a presenca de bactérias anti-Bd compondo o microbioma da pele de anfibios é
de extrema importancia, fato que foi confirmado no estudo que observou que espécies como

Rana sierrae e Rana muscosa conseguiram evitar o declinio de suas populac¢fes ao longo de
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varios anos coexistindo com Bd gracas a uma grande propor¢do de espécies de bactérias anti-
Bd em suas peles. Dessa forma, a utilizacdo de bactérias anti- Bd como probi6ticos vem sendo
bastante estudada nos ultimos anos (LAM et al., 2010). De forma geral, os beneficios
proporcionados por probidticos na salde dos animais séo bastante conhecidos ha muitos anos,
sendo constante o surgimento de novos usos para essas chamadas “bactérias boas”
(HAVENAAR; HUIS IN°'TVELD, 1992). Um exemplo, é a utilizacao de probi6ticos em recifes
de corais, tecnica que vem sendo utilizada para prevenir o branqueamento relativo ao aumento
de temperatura das aguas marinhas, fazendo com que esses corais adquiram uma tolerancia

maior aos eventos de aquecimento global (PEIXOTO et al., 2021).

Nesse sentido, a metodologia mais desenvolvida nos ultimos anos para a utilizacéo de
probidticos em anfibios é a bioaumentagdo, que se trata de uma técnica que visa aumentar a
abundancia de determinadas espécies de bactérias na pele desses animais (BLETZ et al., 2017).
Assim, a técnica de bioaumentagdo consiste em aumentar em uma espécie alvo a concentracédo
de algum isolado previamente testado e caracterizado como possuindo atividade anti-Bd, na
maioria das vezes proveniente da prdpria pele da espécie alvo, visando aumentar a concentracdo
dessas bactérias na pele do individuo (HARRIS et al., 2009; BECKER; HARRIS, 2010;
MYERS et al., 2012).

Os trabalhos utilizando essa técnica obtiveram resultados mistos. Embora a técnica
tenha se mostrado eficiente em diversos relatos (BECKER; HARRIS, 2010; HARRIS et al.,
2009; KUENEMAN et al., 2016; MYERS et al., 2012), a utilizacdo de probiéticos nao se
mostrou efetiva em alguns casos (BECKER et al., 2011; KUNG et al., 2014). Um estudo
recente ndo observou uma manutencdo protetora do probidtico (inoculante de J. lividum) em R.
sierrae a longo prazo, mostrando haver muitos pontos a serem trabalhados na obtencdo de
probidticos eficientes (KNAPP et al., 2022). Para alguns autores, a divergéncia entre resultados
positivos e negativos pode se dar pela escolha inadequada do probidtico (REBOLLAR et al.,
2016a).

Outros pontos a serem analisados € a seguranca desses probidticos, que precisam ser
bem avaliados evitando que causem danos ao hospedeiro, fato esse que ainda néo foi relatado
com os estudos até entdo. Essa seguranca precisa estar atrelada tanto ao hospedeiro, como a sua
microbiota, necessitando que o probiotico inoculado atue em sinergia contra o patégeno. Com
isso, algumas hipoteses, como a do probiotico-chave discutem o papel desenvolvido por esses

probidticos quando em contato com a microbiota nativa do hospedeiro. A hipotese sugere,
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diferente da bioaumentacdo, os microrganismos inoculados estariam presentes em baixa
abundancia e desenvolveria papéis chaves nas comunidades microbianas, ndo necessariamente
agindo diretamente contra o patdgeno, mas remodelando essa comunidade para que ela, como
um todo, obtenha uma funcéo defensiva (Figura 7) (BLETZ et al., 2013).

Figura 7 - Mecanismos de a¢do de probioticos anti-Bd.
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Fonte: Bletz et al., (2013). Em (a) a persisténcia de uma populacdo gracas a uma grande proporcao de individuos
portadores de microrganismos benéficos anti-Bd (esquerda) e a extingdo de uma populacdo devido a uma baixa
proporcdo de individuos portadores de microrganismos benéficos anti-Bd (doreita). Em (b) uma das trés formas
de atuagdo de microrganismos anti-Bd, a primeira atuando como microrganismos fundamentais na estruturagdo da
comunidade, fortalecendo-a e aumentando sua fungdo protetora como um todo, a segunda atuando como
microrganismos mais abundantes, fornecendo a maior parte da defesa contra o patdgeno e a terceira compondo
uma comunidade altamente diversa, que est4 associado a boas funcfes defensivas.

Em geral, os trabalhos realizados até 0 momento foram focados na pele dos animais
como local de inoculacdo, onde os individuos estudados foram “banhados” com o probidtico e
depois expostos ao patdgeno, as chamadas “bacterial baths” (HARRIS et al., 2009).
Diferentemente alguns outros esforcos focaram na bioaumentagdo no solo, obtendo sucesso na
transmissao da bactéria J. lividum para o hospedeiro Plethodon cinereus, e prote¢do contra a
infeccdo por Bd (MULETZ WOLZ et al., 2012). No entanto, levando em considera¢do a

complexidade do microbioma da pele desses animais e os diversos fatores que podem
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influenciar nos padrdes e estrutura das comunidades microbianas, ha a necessidade do
desenvolvimento de outras metodologias visando uma melhor eficiéncia desses inoculantes e

sua possibilidade de utilizacdo na natureza.

2.4 Ninhos de espuma, seu microbioma e importincia na bioprospec¢ao

Os anuros além de serem o grupo de anfibios mais diverso, também possuem o maior
numero de modos reprodutivos. Atualmente temos descritos cerca de 71 modos reprodutivos
diferentes para anfibios, sendo destes 56 exclusivos de anuros (NUNES-DE-ALMEIDA;
HADDAD; TOLEDO, 2021). Esses modos reprodutivos podem variar entre ovoparidade e
viviparidade, desenvolvimento indireto e direto, em aquético ou terrestre, os quais podem ser
executados de diferentes formas, tais como colocacdo de ovos em tocas, bromélias, bolsas de
pele, estbmagos, sacos vocais e ninhos de espuma (HADDAD; PRADO, 2005; NUNES-DE-
ALMEIDA; HADDAD; TOLEDO, 2021; WELLS, 2019).

A reproducéo por ninhos de espuma ocorre principalmente em ambientes secos ou com
umidade sazonal e altas temperaturas relativas (CRUMP, 2015). Essa caracteristica pode estar
relacionada a uma das principais fung¢ées dos ninhos, que é evitar a dessecacdo dos ovos, 0 que
se mostra importante, uma vez que essa estratégia € uma forma intermediaria de reproducéo
entre modos de vidas aquéticos e terrestrialidade com desenvolvimento direto (GOMEZ-
MESTRE; PYRON; WIENS, 2012; MEEGASKUMBURA et al., 2015). Além da acdo anti
dessecamento, podemaos atribuir a essas estruturas varias outras funcdes, como controle termal
dos ovos, defesa contra predadores e melhoria da oxigenagdo, além de possiveis beneficios
adicionais como como refugio para girinos pés-eclosdo, protecdo contra insolacdo, fonte de

nutrientes, protecdo contra patdégenos entre outros (GOULD, 2021).

Os ninhos de espuma podem possuir diferentes densidades e tamanhos de bolhas,
podendo ser depositados na superficie da agua no solo, em folhas, galhos ou troncos, diferentes
cavidades ou buracos perto de lagoas, sempre envolvendo os ovos de forma a proteger a futura
prole (Figura 8) (CRUMP, 2015; GOULD, 2021). Essas estruturas sdo formadas no momento
do amplexo, onde o movimento das pernas do macho (nas familias Rhacophoridae e
Leptodactylidae) emulsionam seu esperma com o muco e ovos liberados pelo oviduto da fémea
(Figura 9) (CRUMP, 2015; FISCHER, 2023). Em algumas espécies género Scinax sp. da
familia Hilidea os ninhos sdo formados pelo movimento de pulo da fémea em cima do muco
excretado pelo seu oviduto (TOLEDO; HADDAD, 2005; BASTOS; HADDAD; POMBAL JR,
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2010). Apos a eclosdo dos ovos hé a liberagdo dos girinos, que normalmente continuam dentro
dos ninhos até que sejam dissolvidos pela chuva (CRUMP, 2015).

Figura 8 - Seccdes verticais de ninhos de bolhas e espuma produzidos por anuros.
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Fonte: Gould (2021). O painel esquerdo mostra ninhos aquéticos o painel do meio mostra ninhos terrestres e o
painel da direita mostra ninhos arboricolas. Ovos com pigmento sdo mostrados em preto, enquanto ovos nao
pigmentados sdo mostrados em amarelo claro. Circulos sem cor representam o tamanho relativo das bolhas de ar
gue formam os ninhos de espuma e bolha das espécies.

Figura 9 - (A) Casal de anuros da espécie Pleurodema borelli produzindo ninho de espuma no
momento do amplexo. (B) Ninho de Leptodactylus latrans contendo os ovos depositados.

Fonte: Crump (2015).

A estrutura desses ninhos vem sendo estudada nos ultimos anos, e se mostrou bastante
complexa, resiliente e com caracteristicas biocompativeis com sistemas biologicos (HISSA et
al., 2008; FLEMING et al., 2009; COOPER et al., 2017). Dentre as diversas atividades de
componentes desses ninhos pode-se constatar a acdo surfactante das proteinas, algumas

denominadas de ranaspuminas e outras ranamurfinas, responsaveis pela estruturacdo do ninho
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juntamente com carboidratos complexos, em menor quantidade (HISSA et al., 2008;
FLEMING et al., 2009; MACKENZIE et al., 2009; HISSA et al., 2014; COOPER et al., 2017).
Além disso, outros estudos utilizando essas estruturas para fins farmacéuticos e biotecnologicos
ja vém sendo realizados mostrando a importancia cientifica dessas estruturas e relevancia da

conservagao de espécies que as produzem (CHOI et al., 2012; BROZIO et al., 2021).

No entanto, embora haja um crescente entendimento sobre a estrutura bioquimica dos
componentes desses ninhos ainda ndo se tem informagdes suficientes sobre o microbioma
presente nessas estruturas. Alguns trabalhos avaliaram atividades de microrganismos
cultivaveis, isolados de ninhos de diferentes espécies de anuros encontrados no Nordeste do
Brasil, mais especificamente no estado do Ceard. Entre os testes foram analisados agdo
enzimatica (CASTRO, 2019; MARTINS, 2020), a¢ao antibacteriana (MARTINS, 2020) e
inibi¢do fungica (MARTINS, 2020), incluindo contra o fungo Bd (BEZERRA, 2021).

Com relagdo ao microbioma temos a descri¢do recente dos ninhos das espécies
Adenomera hylaedactyla, Leptodactylus vastus e Physalaemus cuvieri (MONTEIRO et al.,
2023). Outro estudo avaliou também tanto a transmissdo vertical, quanto horizontal de
microrganismos, comparando microbioma de adultos parentais, ninhos de espuma em seu
interior e exterior, girinos € do meio circundante, mostrando haver uma relacdo entre o
microbioma adultos -> exterior do ninho -> girinos, uma vez que as comunidades microbianas
de girinos no ninho foram semelhantes as comunidades microbianas nos adultos e no exterior
do ninho, mas distintas do interior do ninho e meio externo (MCGRATH-BLASER et al., 2021).
Alguns autores sugerem uma forte ligagdo entre o microbioma de pais, filhos e ninhos (de
diferentes animais), cunhando o termo ‘“nidobioma” (CAMPOS-CERDA; BOHANNAN,
2020). De fato, os ninhos sdo o primeiro contato da prole com microrganismos do ambiente
externo (nos casos de modos de reproducdo que utilizam ninhos), que iniciardo o processo de
colonizacdo da pele, podendo estar entre esses microrganismos os capazes de inibir o

crescimento do Bd.

2.5 O género Pseudomonas sp. como potencial fonte de bactérias anti-Bd

O género Pseudomonas, é um grupo de bactérias gram-negativa com formato de
bastonete, reto ou levemente curvo, e presenca de flagelos polares. Atualmente pertencente a
classe Proteobacteria subclasse Gamma (CHU et al., 2019). Devido a grande diversidade

genética dentro desse género ha uma grande distribuicdo de habitats, como &gua doce,
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ambientes marinhos, solos, além de relagdes intimas com animais e plantas, podendo algumas
espécies apresentarem patogenicidade como é o caso da espécie Pseudomonas aeruginosa
(SILBY et al., 2011).

Devido a essa grande diversidade, espécies do género sdo frequentemente utilizadas
com fins biotecnoldgicos. Na agricultura, cepas de Pseudomonas vém sendo utilizadas para a
promocdo de crescimento vegetal (SINGH et al., 2022). Espécies fluorescentes e néo
fluorescentes de Pseudomonas desempenham um papel essencial na promoc¢éo do crescimento
e controle fitopatogénico ja que produzem mecanismos antagonistas, como ISR e antibidticos,
mantendo uma relagdo mutualistica com as plantas, além de sintetizam auxinas, semelhantes a
fito hormdnios, para regular o crescimento das plantas (SAH; KRISHNANI; SINGH, 2021).

Na aquicultura hd muitas décadas o género Pseudomonas também esta entre os mais
utilizados para fins de desenvolvimento de probidticos a fim de eliminar agentes infecciosos
(GRAM et al., 1999; VERSCHUERE et al., 2000). Com isso, além da j& bem documentada
utilizacdo como bioinoculantes e probidticos, podemos destacar também a producdo de
metabolitos antimicrobianos que podem atuar frente a uma grande diversidade de patdgenos,
como virus, fungos, bactérias e parasitos (REMICHKOVA et al., 2008; NABRDALIK;
GRATA, 2014; MARTIN H et al., 2019; B. ASSIS et al., 2020; SUN et al., 2021; CHAUHAN
etal., 2023).

Na pele de anfibios, o género Pseudomonas € um dos grupos mais abundantes
encontrados tanto na microbiota cultivavel como nédo cultivavel (KRUGER, 2020; NAVA-
GONZALEZ et al., 2021). O papel desse género na producio de metabdlitos antimicrobianos
é bem documentado, tanto contra bactérias patogénicas, como contra fungos, em especial 0
fungo Bd (BECKER et al., 2011; B. ASSIS et al., 2020).

Além da sua abundancia, varios estudos avaliaram também o seu potencial de inibicéo
contra o Bd demonstrando que diversos membros desse género sdo frequentemente avaliados
como altamente inibitorios contra o fungo em testes in vitro (BROOKS; SISSON; BAKER,
2023; HARRIS et al., 2006; MYERS et al., 2012) (Tabela 1). Esse antagonismo pode se dar,
além da producdo de metabolitos, pela formacéao de biofilmes, que em Pseudomonas lactis esta
fortemente associada a uma diminui¢do tanto na contagem microscopica de Bd quanto nas
copias de gPCR (CHEN; ALEXIEV; MCKENZIE, 2022).
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Além dos estudos in vitro, também foi avaliado o potencial de cepas de Pseudomonas
sp. como probiotico na pele de anfibios anuros, como Rana sierrae, mostrando que mesmo sem
haver uma persisténcia e protecdo direta dos animais contra a doenca, a adi¢cdo de probidticos
pode agir regulando metabolitos ja presentes na pele dos animais (WOODHAMS et al., 2020).
Todos esses fatores levam o género Pseudomonas a ser um forte candidato para a prospecgéo

de probidticos.



Tabela 1 — Pseudomonas spp. com atividade inibitéria contra Bd in vitro.

37

Cepa Espécie hospedeira Pais Referéncia
Pseudomonas spp. Ple_thodoq cinereus e USA Harris et al., 2006
Hemidactylium scutatum
Pseudomonas fluorescens Rana muscosa USA Myers et al., 2012
Pseudomonas aeruginosa Atelopus elegans Colombia
Pseudomonas nitroreducens Atelopus spurrelli Colombia
Pseudomqn_as Atelopus spurrelli Colombia
plecoglossicida
Pseudomonas putida Atelopus spurrelli, Atelopus aff. Colombia Flechas et al., 2012
limosus e Atelopus elegans
Pseudomonas straminea Atelopus spurrelli Colombia
Pseudomonas tolaasii Atelopus elegans Colombia
Pseudomonas sp. Atelopus aff. Ilmosu_s e Atelopus Colombia
spurrelli
Pseudomonas fluorescens Litoria serrata Australia
o ] Bell etal., 2013
Pseudomonas sp. Litoria serrata Australia
Pseudomonas sp. Plethodon cinereus USA Loudon et al., 2014
Pseudomonas fluorescens Litoria serrata e Litoria rheocola Australia
Pseudomonas koreensis Litoria nannotis e Litoria rheocola Australia
Pseudomonas mosselli Litoria nannotis Australia
Pseudomonas putida Litoria rheocola Australia Daskin etal., 2014
Pseudomonas tolaasii Litoria rheocola Australia
Pseudomonas sp. SBR3- Litoria nannotis Australia
slima
Pseudomonas spp. NE Panama Becker et al., 2015
Litoria serrata, Litoria rheocola e .
Pseudomonas fluorescens B . Australia
Litoria nannotis .
) o ) Yasumiba; Bell,
Pseudomonas koreensis Litoria rheocola Australia Alford , 2015
Pseudomonas putida Litoria rheocola Australia
Pseudomonas spp. P. cyllndraceu§, P. cinereus, P. USA Muletz-Wolz et al.,
glutinosus 2017
Pseudomonas azotoformans Psychrophrynella usurpator Peru
Pseudomonas entomophila Dendropsophus rhodopeplus Peru
Pseudomonas fluorescens Telmatobius marmoratus Peru
) Catenazzi et al., 2018
Pseudomonas spp. Gastrotheca excubitor Peru
Pseudomonas sp. Gastrotheca nebulanastes Peru
Pseudomonas sp. Pristimantis danae Peru
Pseudomonas spp. NE Costa Rica Abarca et al., 2021
Pseudomonas sp. NE USA Alexiev et al., 2023

Fonte: Elaborado pela autora.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Analisar através do genoma o potencial probiotico de trés cepas de Pseudomonas sp.
contra o fungo Batrachochytrium dendrobatidis e avaliar a influéncia da introdugdo por
bioaumentacdo de uma das cepas de Pseudomonas no bacterioma do ninho de espuma de

Leptodactylus vastus.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a montagem do genoma das cepas Pseudomonas sp. P119, Pseudomonas sp.
P137 e Pseudomonas sp. B§;

e Realizar a identificagdo molecular das cepas Pseudomonas sp. P119, Pseudomonas sp.
P137 e Pseudomonas sp. B§;

e Buscar genes relacionados com a atividade anti-Bd nos genomas das cepas
Pseudomonas sp. P119, Pseudomonas sp. P137 e Pseudomonas sp. BS;

e Buscar genes de interesse probidtico nos genomas das cepas Pseudomonas sp. P119,
Pseudomonas sp. P137 e Pseudomonas sp. B8;

e Avaliar a alteracdo na comunidade bacteriana apos a adicdo do isolado Pseudomonas

sp. P119 na microbiota do ninho de espuma in natura de L. vastus.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta de ninhos de espuma

A coleta do ninho de espuma in natura foi realizada no primeiro semestre de 2023, na
quadra chuvosa, no Campus do Pici (Fortaleza- CE) (Figura 10), no dia 03/03/2023 (3° 44'
54.955" S, 38° 34' 45.831" W). O ninho escolhido para o trabalho foi referente a espécie
Leptodactylus vastus (Figura 11). A coleta foi realizada utilizando espatula, luvas sanitizadas
com alcool etilico 70% e frascos estéreis e transportados para o Laboratorio de Recursos
Genéticos — LARGEN onde foram realizados os experimentos. A coleta seguiu as normas da
legislacéo vigente por meio da autorizacéo e licenga SISBIO, liberada pelo Ministério do Meio
Ambiente (N. 58036-8) e aprovacio na Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFC N.
8320100323). Além do ninho também foram coletados 3 girinos para a confirmacéo da espécie.
Os girinos coletados foram colocados em &lcool etilico 70% e armazenados a -20 °C para

analises posteriores.

Figura 10 - Mapa do loca de coleta no Campus do Pici — Fortaleza (CE).
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Figura 11 - Ninho de espuma da espécie Leptodactylus vastus coletado no Campus do Pici,
Fortaleza-Ce, Brasil.

L~

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 Identificacao de girinos
4.2.1 Extracio de DNA dos girinos e sequenciamento

O DNA gendmico dos girinos foi extraido utilizando o protocolo de SDS com
adaptacdes (ROBLES et al., 2007). Para a extracdo, uma parte da cauda dos girinos foi cortada
em pequenos pedacos com a ajuda de um bisturi e pingas sanitizadas com alcool etilico 70%.
As amostras foram levadas a centrifuga trés vezes por 1 minuto a 6000 rpm com 1 mL de agua
ultrapura, em seguida as amostras foram ressuspensas em 600ul de solugdo SDS com 10ul de
proteinase K e incubadas a 65 °C por aproximadamente 3 horas. Em seguida, foram adicionados
as amostras 200 pl de acetato de amodnio 7,5 M. Posteriormente os tubos foram centrifugados
por 30 minutos a 12.000 rpm. Em seguida, transferimos 700ul do sobrenadante para outro tubo
e adicionamos de 600ul de isopropanol gelado seguido de condicionamento no freezer por 10
minutos. Apos essa etapa, levamos as amostras a centrifuga (4 °C) por 6 '20 " a 12.000 rpm. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e observamos a presenca do pellet no eppendorf.
Posteriormente adicionamos 450 pl de etanol 70% e colocamos novamente na centrifuga por 6
min, depois os tubos foram secos a 37 °C no Thermomixer por 30 min. Por fim, o pellet foi
ressuspenso com 40 ul de uma solugdo 10 mM Tris-HCI pH 8,5. As concentragdes e qualidades
das extracdes de DNA foram avaliadas por medidas de absorbancia em 260 nm, 280 nm e 230
nm, em espectrofotdbmetro Nanodrop® ND-1000 (NanoDrop, Wilmington, DE, EUA).

Em seguida, a regido mitocondrial 16S foi amplificada por PCR utilizando primers 16Sar
(5> CGCCTGTTT ATC AAA AAC AT 3”) e 16Sbr (5 CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACG
3”) (PALUMBI, 1991). As reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 35 pL,
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contendo aproximadamente 20 ng de DNA e os seguintes reagentes de PCR: 0,14 mM de cada
dNTP; 0,7X de Tampao GoTaq (Promega), 0,7 uM de cada primer, 2 mM MgClL,, 3 mM de BSA
e 1 unidade da enzima GoTaq polimerase (Promega, USA). As PCRs foram feitas em
termociclador (Eppendorf Mastercycler® Hamburgo, Alemanha) programado para uma etapa
de desnaturacéo inicial (10 min 94 °C), seguido por 44 ciclos de 1 mina 94 °C, 45 seg a 48 °C
e 1 mine45sega 72 °C. O ultimo ciclo foi seguido por uma extensao final de 10 mina 72 °C.
Os produtos das amplificacfes foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v)
corado com SYBR® Safe DNA (Invitrogen, EUA).

O sequenciamento do material amplificado foi feito pelo método de sequenciamento de
SANGER pela Central de Genémica e Bioinformética (CeGenBio) localizada no Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceara
(UFC).

4.2.2 Analises das sequéncias e identificacio da espécie

Como resultado do sequenciamento foram obtidas sequéncias parciais que foram
tratadas utilizando o programa Codon Code Aligner verséo 11.0.2. (Codon Code Corp, USA).
Para isso, foram retiradas as extremidades com baixa qualidade obtendo sequéncias de alta
qualidade (Phred > 30) e em seguida foi realizado o alinhamento de novo para a formacéo da
sequéncia contig. A sequéncia contig foi entdo submetida a ferramenta de alinhamento local
BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), utilizando o banco de dados nucleotide collection. A
identificacdo foi feita com a espécie que obteve identidade maior que 99,8% - 100%.

4.3 Sequenciamento genémico dos isolados P119, P137 e B8

4.3.1 Extracao de DNA e sequenciamento

Os microrganismos selecionados para o sequenciamento foram 3 cepas de Pseudomonas
sp. reativadas das cole¢des pertencentes ao Laboratorio de Recursos Genéticos — LARGEN de
trabalhos anteriores (CASTRO, 2019; MARTINS, 2020). As cepas escolhidas foram P119 e
P137, isoladas de ninhos de espuma de Physalaemus cuvieri e B8 isolada de ninhos de espuma
de Adenomera hylaedactyla e se encontram cadastradas no SisGen - Sistema Nacional de
Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (A35A5E2). A
extracdo de DNA foi realizada utilizando placas de culturas puras das bactérias. Foram pesadas

200 mg de massa bacteriana proveniente de colonias isoladas. O DNA foi extraido utilizando o
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kit DNeasy PowerSoil Pro Kit (Qiagen, Germany), de acordo com as instru¢des do fabricante.
A concentragdo de DNA e a qualidade foi avaliada com um espectrofotometro NanoDrop 1000

(ThermoFisher Scientific, EUA) e o material foi armazenado em freezer -20 °C até o uso.

Para a realiza¢do do sequenciamento NGS, foram construidas bibliotecas gendmicas
utilizando o kit [llumina DNA Prep (Illumina, EUA), seguindo as recomendag¢des do fabricante.
A preparagdo consistiu em etapas de fragmentagdao enzimatica do genoma com uso de bead-
linked transposomes, purificacdo, amplificacdo do material fragmentado com inser¢ao dos
adaptadores Nextera DNA CD Indexes (Illumina, EUA) e uma nova purificagdo com Illumina
Purification Beads (Illumina, EUA). Em seguida, as bibliotecas foram quantificadas utilizando
o kit dsDNA High Sensitivity (Invitrogen, EUA) em fluorimetro Qubit 2.0 (Thermo Fischer
Scientific, EUA) e o tamanho médio dos fragmentos verificado no TapeStation 4150 com kit
D1000 (Agilent, EUA). Quantidades equimolares de cada uma das amostras indexadas foram
misturadas em uma tnica solugdo, formando um pool que foi diluido a 10 pMol e desnaturado
com 5% de PhiX a 12,5pMol (Illumina, EUA) para a introdu¢do no sequenciador. O
sequenciamento foi realizado na Central de Genomica e Bioinformatica (CeGenBio), na
plataforma Illumina MiSeq (Illumina, EUA) utilizando o kit de reagente Miseq V2-500 ciclos
(Illumina, EUA).

4.3.2 Montagem dos genomas

Para a realizacdo da montagem de novo, a qualidade das leituras foi avaliada utilizando
o programa FastQC v0.11.9, Em seguida as sequéncias foram trimadas e filtradas utilizando o
programa Trimmomatic v0.38 com os seguintes parametros: HEADCROP:20
SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:50. Com as leituras pareadas obtidas a partir da trimagem
o genoma foi montado através do SPAdes v3.13.1, a contiguidade dos scaffolds formados
avaliada no QUAST v5.2.0, e a completude dos genes ortdlogos anotados a partir dos scaffolds
foi feita usando o Busco v.5.4.6. A partir dos genes rpoB, gyrB e 16s rRNA foi construida uma
arvore filogenética, pelo método Neighbour Joining com modelo de substituicdo Tamura-Nei,
distribuicao discreta gamma (T92 + G) e bootstrap de 1000 replicacdes, utilizando a cepa

Escherichia Coli K-12 como grupo externo.

Para obter informagdes das sequéncias montadas realizou-se a anotacdo génica no
Prokka v5.4.6 e programa Proksee.ca. Para isso, foram procurados os principais genes
envolvidos na produgcdo de metabodlitos bem caracterizados, responsaveis por atividade

antifiingica em bactérias do género Pseudomonas (HAAS; KEEL, 2003) e genes envolvidos na
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producdo de metabolitos anti-Bd (WOODHAMS et al., 2018) (Tabela 2). A busca por genes
que indicassem viruléncia e patogenicidade foi realizada utilizando o programa ABRicate

v1.0.1.

Tabela 2 — Lista de metabolitos e genes buscados nos arquivos de anotagdo com atividade
antifiingica e/ou anti-Bd.

Metabdlito Antifungico Genes envolvidos na via metabdlica  Sigla do metabdlito
*Phenazynes phzA - G/ phzl Phz
*Pyoluteorin pItA - G/ plt L/ plt M/ plt R PIt
*Pyrrolnitrin prnA - prnD Prn

*Hydrogen cyanide hcnA - C HCN
*2,4-diacetylphloroglucino phlD Phl
*Prodigiosin pigA - pigN Pig
Indole-3-carboxaldehyde AHR 13C
Violacein VioA - G, vio K, vioN -

Fonte: Elaborada pela autora. Na tabela temos os genes procurados nos arquivos gendmicos das trés cepas e o
metabolito ao qual participam da sintese. Metabolitos com (*) sdo referentes a metabolitos que cepas do género
Pseudomonas foram capazes de produzir.

4.4 Ensaio de bioaumentacao in vitro em ninhos de espuma e caracterizacio do bacterioma
4.4.1 Teste em placa

Para a realizacdo do teste, foram utilizadas placas de 12 pogos contendo em cada po¢o
1g de ninho de espuma fresco coletado no dia do inicio do experimento (Figura 12). A bactéria
utilizada para o ensaio foi a cepa Pseudomonas sp. P119, para isso trés col6nias da bactéria
foram adicionadas em tubos falcons de 15 ml, contendo 3 ml de meio de cultura TGE (triptona
5 g/L, glicose 1 g/L; extrato de levedura 2,5 g/L) e incubadas a 21° C sob agitacdo de 150 rpm
por 24h. A concentracéo celular da cultura foi estabelecida pela determinacéo da OD (densidade
Optica) ajustada para 1,0 + 0,05 sob leitura de 600 nm (10° UFC/mL). Apds o ajuste, a cultura
foi centrifugada a 10.000 RPM e seu sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em
solugéo de NaCl 0,15 M e lavado duas vezes. Nos pocgos teste, foi adicionado 100 pL da
suspens&o celular (10° UFC/mL) e nos pogos controle 100 puL de NaCl 0,15 M. As placas foram

incubadas em camara Umida por 10 dias, e seus pocos sacrificados nos dias 1 e 10 do
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experimento. O contetdo dos pocos sacrificados foi retirado com espéatulas sanitizadas com
alcool etilico 70% e congelado a - 20 °C para andlises posteriores.

Figura 12 - Placa de 12 pogos utilizada no ensaio de bioaumentacdo in vifro em ninhos de
espuma.

Fonte: Elaborado pela autora. Cada pogo contém aproximadamente 1 g de ninho de espuma de Leptodactylus
vastus. As colunas de pogos 1 e 2 s@o referentes aos pocos sem adi¢do do inoculante sacrificados nos tempos 1 e
10 respectivamente. As colunas de pogos 3 e 4 sio referentes aos pogos com adi¢do do inoculante sacrificados nos
tempos 1 e 10 respectivamente.

4.4.2 Extracdo de DNA e sequenciamento

De cada uma das 12 amostras congeladas, foram pesados aproximadamente 0,25 g de
ninho. O DNA do contetdo pesado foi extraido utilizando o kit DNeasy PowerSoil Pro Kit
(Qiagen, Germany), de acordo com as instrugdes do fabricante. A concentracdo de DNA e a
qualidade foi avaliada com um espectrofotdbmetro NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific,

EUA) e o material foi armazenado em freezer -20 °C até o uso.

Posteriormente, foram construidas bibliotecas metataxondmicas utilizando o DNA
extraido como substrato para amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) da
regido V4 do gene RNAr 16S com os iniciadores (515 F-Y e 806R) (CAPORASO et al., 2011;
PARADA; NEEDHAM; FUHRMAN, 2016). Cada reacéo de PCR foi realizada em um volume
de 30 pL, no qual foram adicionados 2pL de DNA metagendmico (5 ng/uL), 0,75 pL de cada
iniciador (10 uM), 6,0 pL GoTaq G2 HotStart Promega (5X), 3,6 UL de MgCl. Promega (25
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mM), 0,6 uL de dNTPs Promega (10 mM), 0,2 uL de Taq Polimerase Promega (5U/uL) e 16,1
pL de &gua ultrapura livre de nucleases (Promega, USA). As reacdes foram incubadas no
termociclador Veriti 96-well Thermal Cycler (Applied Biosystems, USA) usando o seguinte
programa: desnaturacao inicial do DNA a 95 ° C por 3 min, seguidos por 35 ciclos a 98 °C por
30s,55°Cpor30se72°Cpor45s, comextensédo final a 72 ° C por 5 min. A confirmacao
da amplificacéo foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v) e a purificacdo
usando beads da Agentcourt AMpure XP-PCR (Beckman Coulter, EUA).

Em seguida, os fragmentos foram submetidos a uma nova PCR para a insercao dos
identificadores de sequenciamento (indexes ou barcodes), usando 25,0 uL de 2X KAPA HiFi
Ready Start Mix (Roche, Switzerland) o kit Nextera XT Index (Illumina, EUA). Em seguida,
houve uma nova purificacdo com beads Agentcourt AMpure XP-PCR (Beckman Coulter,
EUA). As bibliotecas foram entdo quantificadas por fluorimetria, utilizando o kit dsDNA
BRAssay (Invitrogen, EUA) em fluorimetro Qubit 2.0 (Thermo Fischer Scientific, EUA).

Quantidades equimolares de cada uma das amostras indexadas foram misturadas em
uma Unica solucdo, formando um pool que foi diluido a 10 pMol e desnaturado com 25% de
PhiX (Illumina, EUA) para a introducdo no sequenciador. O sequenciamento foi realizado na
Central de Gendmica e Bioinformética (CeGenBio), na plataforma Illumina MiSeq (Illumina,
EUA) utilizando o kit de reagente Miseq V2-300 ciclos (Illumina, EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante.

4.4.3 Processamento de dados

Os 12 datasets obtidos no sequenciamento foram analisados utilizando ferramentas
bioinforméticas através do programa RStudio (R v4.3.1.). Apds a obtencdo dos arquivos
FASTQ demultiplexados foi realizada a remocao dos primers e dos adaptadores por meio do
Cutadapt v3.5. A qualidade das leituras foward e reverse foram analisadas utilizando o pipeline
do DADA2 v1.16, bem como o processo de construcdo dos dados de ASV (Variante de
Sequéncia de Amplicon) que sdo sequéncias unicas diferenciadas por apenas um nucleotideo.
Como resultado foi obtida uma tabela de ASV sem quimeras. A assinatura taxondmica foi
realizada utilizando como base o0 banco de dados SILVA 138 SSU. Para as analises posteriores
foram eliminadas as sequéncias de Eukaryota e Archaea, bem como de mitocondrias e
cloroplastos. Para as analises de bacterioma foi utilizado o pacote Phyloseq (v1.46.0). Para
estimar a representatividade da amostragem para a determinagdo da comunidade bacteriana,

foram feitas curvas de rarefacao.
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4.4.4 Analises estatisticas, alfa e beta diversidade

Todas as estatisticas foram realizadas usando o pacote Vegan v2.6.4, e os graficos
gerados usando Ggplot2 v3.5.0. Para estimar os indices de diversidade alfa foram utilizados os
testes (Chaol, Shannon e InvSimpson). A analise do diagrama de Venn foi realizada para
calcular as ASVs compartilhadas entre os quatro conjuntos de tratamentos, bem como a
determinagdo das bactérias centrais ou “bacteria core”, consistentemente presentes em todos
os tratamentos (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). Uma analise diferencial de
abundancia foi realizada a fim de observar o impacto da adi¢ao do inoculante em géneros
especificos. Para a visualizagdo de diversidade beta, foi calculada uma matriz de dissimilaridade
de Bray-Curtis, com base na abundancia relativa das ASVs, a qual foi utilizada para realizar
Método de Agrupamento ndo Ponderado de Média Aritmética (UPGMA) e Andlises de
Coordenadas Principais (PCoA) a nivel de género. Para observar a diferenga entre os

tratamentos (adi¢cdo de Pseudomonas sp. P119 e tempo) foi utilizado o teste Teste t de Student.

4.4.5 Analise de rede de interacdes microbianas (Network Analysis)

A fim de avaliar as interagdes entre o bacterioma do ninho, bem como o impacto da
adicdo do inoculante nessas interagoes, foi realizada uma analise de interagdes microbianas
(Network Analysis). Toda a construcao das redes foi realizada no programa RStudio (R v4.3.1.).
Para a obtencao da matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis e criacao das redes foi utilizado o
programa Phyloseq (v1.46.0). Em seguida foi realizada a montagem das redes e extragdo das
métricas através do pacote Igraph (v1.5.0). A medida de Bray-Curtis foi utilizada para avaliar
as dinamicas nas comunidades microbianas através da analise da similaridade na composi¢ao
taxondmica entre diferentes amostras visando a identificacdo de padrdes de comunidade ou

diferencas na abundancia de espécies microbianas.
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5.1 Identificacao da espécie do ninho de espuma
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A espécie de girino coletado do ninho de espuma utilizado no trabalho foi identificada

como Leptodactylus vastus. Na Tabela 3 sdo mostrados os cinco principais hits, resultados do

BLAST a partir dos dados do GenBank, que se encontram ordenados por porcentagem de

identificacdo, sendo os dois primeiros 100% semelhantes a sequéncia do espécime analisado.

A porcentagem minima de similaridade entre as sequéncias analisadas (Query Cover) ¢ as

sequéncias encontradas no banco de dados foi de 89%.

Tabela 3 — Cinco principais hits no BLAST para a identificacdo do espécime de girino do ninho

de espuma coletado.

Identificacbes mais relacionadas no GenBank  Nome da espécie  Query Cover D (%) Nuarz;r;de
Leptodactylus vastus voucher TG423 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; Leptodactylus vastus 97% 100.00% KU495363.1
mitochondrial
Leptodactylus vastus voucher CFBHT13593
16S ribosomal RNA gene, partial sequence;  Leptodactylus vastus 89% 100.00% KU495362.1
mitochondrial
Leptodactylus vastus voucher UFBA 184/6239
large subunit ribosomal RNA gene, partial Leptodactylus vastus 98% 99.83% MH004305.1
sequence; mitochondrial
Leptodactylus vastus voucher TG429 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; Leptodactylus vastus 97% 99.82% KU495368.1
mitochondrial
Leptodactylus vastus voucher TG428 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; Leptodactylus vastus 97% 99.82% KU495367.1

mitochondrial

Fonte: Elaborado pela autora. O resultado do BLAST indica a espécie como sendo Leptodactylus vastus.

5.2 Genoma dos isolados P119, P137 ¢ BS

5.2.1 Montagem dos genomas

Como resultado da montagem dos trés genomas completos dos trés isolados analisados,

foram obtidos trés genomas rascunhos. De forma geral, a montagem de novo dos genomas

apresentou uma baixa contiguidade (N50 < 60Kpb), isso ocorreu devido a baixa cobertura e

qualidade das sequéncias (Tabela 4; Tabela 5; Tabela 6; Figura 13; Figura 14; Figura 15; Figura

16; Figura 17; Figura 18).
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Tabela 4 — Estatisticas da montagem gendmica do isolado Pseudomonas sp. P119

Dados do Estatistica da Estatistica da anotacéo
sequenciamento montagem génica
N° de leituras 2.242.656  N° de scaffolds (>500pb) 269 N° de genes 5.689

Total pares de base (pb) 336.135.524 Tamanho total da 6.233.933 N° rRNA 4
montagem (pb)

Comprimento das

leituras (pb) 50-131 N50 (pb) 51.512 N° tRNA 52
Scaffold L50 37° N° tmRN 1
Contelido GC (%) 62.22

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 5 — Estatisticas da montagem gendmica do isolado Pseudomonas sp. P137

Dados do Estatistica da Estatistica da anotacéo
sequenciamento montagem génica
N° de leituras 1.419.850 NP de scaffolds (>500pb) 248 N° de genes 5.778

Total pares de base (pb) 261.214.698 Tamanho total da 6.338.338 N° rRNA 5
montagem (pb)

Comprimento das

leituras (pb) 50-131 N50 (pb) 53.401 N° tRNA 59
Scaffold L50 38° N° tmRN 1
Contelido GC (%) 62.78

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 6 — Estatisticas da montagem gendmica do isolado Pseudomonas sp. B8

Dados do Estatistica da Estatistica da anotagéo
sequenciamento montagem génica
N° de leituras 1.409.576  N° de scaffolds (>500pb) 226 N° de genes 5.594

Total pares de base (pb) 258.123.561 Tamanho total da 6.156.165 N° rRNA 4
montagem (pb)

Comprimento das

leituras (pb) 50-131 N50 (pb) 56.076 N° tRNA 55
Scaffold L50 36° N° tmRN 1
Contetdo GC (%) 62.8

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 13 - Qualidade média por base dos dados brutos e processados da bactéria Pseudomonas
sp. P119.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 14 - Qualidade média por base dos dados brutos e processados da bactéria Pseudomonas
sp. P137.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 15 - Qualidade média por base dos dados brutos e processados da bactéria Pseudomonas
sp. B8.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 16 - Comprimentos dos scaffolds gerados na montagem do genoma da bactéria
Pseudomonas sp. P119.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 17 - Comprimentos dos scaffolds gerados na montagem do genoma da bactéria
Pseudomonas sp. P137.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 18 - Comprimentos dos scaffolds gerados na montagem do genoma da bactéria
Pseudomonas sp. B8.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Mesmo com a baixa contiguidade do genoma foi possivel realizar a busca por genes de
interesse que possibilitaram a identificacdo das espécies dos isolados, sendo entdo possivel
determinar que as trés cepas se encontram contidas dentro do grupo de Pseudomonas putida
(Figura 19). As trés cepas sao demonstradas alinhadas contra o genoma de referéncia de
Pseudomonas putida NBRC 14164 (Figura 20).

Figura 19 - Arvore filogenética com as principais linhagens de Pseudomonas e a cepa P119,
P137 e B8, montada a partir da anélise concatenada dos genes rpoB — gyrB — rRNA 16s.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 20 - Comparagdo gendomica de um genoma de referéncia de Pseudomonas putida NBRC
14164 contra o genoma das cepas P119, P137 e BS.
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Fonte: Elaborado pela autora. De fora para dentro os trés anéis mais externos representam os genomas das cepas
P119, P137 e B8. O mais interno contém os graficos do contetido GC. Os genes utilizados para a identificagdo

molecular aparecem representados na figura.

5.2.2 Busca de genes antifiingicos e genes de patogenicidade

No genoma anotado também foi possivel encontrar alguns genes envolvidos na
biossintese de antifungicos como fenazina (phzF) e cianeto de hidrogénio (hcnC e hcenB)
(Tabela 7). A estirpe Pseudomonas putida P119 se demonstrou a mais promissora com trés
genes detectados no seu genoma (Tabela 7; Figura 21). Na estirpe Pseudomonas putida P137
foi detectado um gene (Tabela 7; Figura 22) e na estirpe Pseudomonas putida B8 nao foi

possivel identificar genes relacionados a atividade antifingica (Tabela 7; Figura 23). Nao foram
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encontrados genes ja relatados na literatura pela producao de metabdlitos anti-Bd. E por fim,

nao foram encontrados genes relacionados a resisténcia a antibioticos.

Tabela 7 — Genes relacionados a atividade antifungica encontrados no genoma das cepas
Psedomonas putida P119, Psedomonas putida P137 e Psedomonas putida B8.

Estirpe Genes
P119 phzF, hcnC e henB
P137 phzF
B8 na

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 21 - Anotacdo génica de Psedomonas putida P119 mostrando genes de interesse.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 22 - Anotacdo génica de Psedomonas putida P137 mostrando genes de interesse.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 23 - Anotacdo génica de Psedomonas putida B8 mostrando genes de interesse.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.3 Ensaio de bioaumenta¢do in vitro em ninhos de espuma e caracterizacio do

bacterioma.

5.3.1 Estimativa de riqueza e diversidade bacteriana

Como resultado do sequenciamento das 12 amostras, foram obtidas 12 bibliotecas de
alta qualidade, com o total de 1.736.941 sequéncias brutas, restando 650.524 apds a exclusdo
de sequéncias de baixa qualidade, sequéncias curtas, sequéncias quimeras e sequéncias de
Arqueias, Mitocondrias e Cloroplastos. No geral foram obtidas mais sequéncias das amostras
relativas ao Tempo 1 quando comparado ao Tempo 10, independente do tratamento com o

inoculante. Foi possivel observar que mesmo as curvas de rarefacao feitas para as Variantes de
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Sequéncia de Amplicon (ASVs) ndo atingindo as assintotas, os valores se se encontraram

bastante préximos, ndo comprometendo dessa forma a realizagdo das analises (Figura 24).

Figura 24 - Curvas de rarefacdo para as variantes de sequéncia de amplicon (ASVs) referente
as amostras do teste de bioaumentacdo in vitro em ninho de espuma.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Com os dados obtidos foram gerados os indices de alfa diversidade apresentados na
Tabela 8. A riqueza entre os tratamentos foi comparada nos tempos 1 e 10, revelando a auséncia
de diferencas significativas. Entretanto, ao analisar o Indice de Shannon, verificou-se uma
diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos apenas no Tempo 1 (p = 0,027),
juntamente com o estimador Chaol (p =0,023) e o indice de 1/Simpson (p = 0,01) (Figura 25).
J4 ao contrastar cada tratamento em ambos os tempos, nota-se que todos os indices nao
apresentaram diferencas significativas no Tempo 1. Por outro lado, no Tempo 10, todos os
indices exibiram diferengas significativas (Riqueza observada p = 0,008; Shannon p = 0,02;

Chaol p=0,013; 1/Simpson p = 0,013), demonstrando que o tempo foi um fator determinante

na mudanca da alfa diversidade dos tratamentos (Figura 26).
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Tabela 8 — Riqueza e alfa diversidade de ASVs de bactérias referente ao teste de bioaumentacao

in vitro em ninho de espuma.

. . . Ninho Ninho + P119
Riqueza/alfa diversidade
T1 T10 T1 T10
ASVs 588 502 627 470
Chaol 613,62 + 10,54 540,89 + 14,76  671,2 + 16,13 490,02 + 8,53
Shannon 3,94 3,31 4,37 3,29
Simpson Inverso 12,56 7,45 29,57 8,12

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 25 - Indices de diversidade alfa referente aos tratamentos do teste de bioaumentagao in

vitro em ninho de espuma.
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Figura 26 - Indices de diversidade alfa referente aos tempos do teste de bioaumentagio in vitro

em ninho de espuma.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Com base em uma analise de diagrama de Venn, o nimero médio de ASVs Unicas
associadas a Ninho + P119 T1 (n=167) foi maior do que em Ninho T1 (n=123) (Figura 27).
Ja quando consideramos o nimero de ASVs Unicas nas amostras do Tempo 10, temos um maior
namero de ASVs em Ninho T10 (n=82) do que em Ninho + P119 T10 (n=69). O nimero de
ASVs comuns entre todos os tratamentos foi 343. Consideramos essas ASVs comuns como um
grupo de ASVs centrais nesses bacteriomas (Core ASVs). O bacterioma central consistiu
majoritariamente nos filos Proteobacteria (n=197) e Bacteroidota (n=36), representando no
total de sequéncias 41,17% e 45,79%. A maior representatividade de sequéncias para
Bacteroidota mesmo com um numero de ASVs menor, se deu em funcdo de algumas ASVs

muito abundantes dentro do filo.
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Figura 27 — Diagrama de Venn de ASVs (Sequéncias Variaveis de Amplicon) associadas aos
tratamentos do teste de bioaumentagao in vitro em ninho de espuma.

NP119T N T10

5

Fonte: Elaborado pela autora.

5.3.2 Estrutura e composicio da comunidade bacteriana

Considerando todas as amostras, foram identificados 6 filos cujas abundancias foram
superiores a 1%, sendo eles Proteobacteria, Bacteroidota, Firmicutes, Actinobacteriota,
Fusobacteriota e Bdellovibrionota (Figura 28). No Tempo 1, sem e com a adi¢do do inoculante,
obtivemos uma predominancia do Filo Proteobacteria, possuindo uma abundancia 44,26% e
55,67% respectivamente, seguido por Bacteroidota, Firmicutes e Actinobacteriota, este Gltimo
possuindo abundancia menor que 5%. O filo Fusobacteriota sé se fez presente (1,39%) na
auséncia de inoculante, enquanto o filo Bdellovibrionota s6 apareceu em abundéancia (2,26%)
no tratamento Ninho + P119 também com propor¢cGes menores que 5%. No Tempo 10,
observou-se uma mudancga com relagéo ao filo mais abundante, sendo agora a predominancia
do filo Bacteroidota, com 60,61% no tratamento Ninho e 53,65% no tratamento Ninho + P1109.
No tratamento Ninho o filo Proteobacteria apresentou abundancias de 30,52%, seguido de
Firmicutes com 5,4%, similar ao observado no tratamento Ninho + P119, onde tivemos
Proteobacteria com 37% e Firmicutes com 6,87%. Nesse tempo foi possivel observar também
a presenca de Bdellovibrionota (2,26%) apenas no tratamento Ninho. Em ambos os tempos e

tratamentos, a porcentagem de filos com abundancia menor que 1% ndo ultrapassou o0s 5%.
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Figura 28 - Abundancia relativa de ASVs de bactérias a nivel de filo referente as amostras do
teste de bioaumentacgao in vitro em ninho de espuma.
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Fonte: Elaborado pela autora. Os filos representados possuem abundancia acima de 1%. Os demais géneros com
abundéancia menor que 1% aparece somados como “Outros”.

No Tempo 1 onde houve a predominancia de Proteobacteria tivemos no tratamento
Ninho, a predominancia de duas Classes, Gammaproteobacteria com 22,38% e
Alphaproteobacteria com 21,88%. No entanto, a Classe de bactérias mais dominante nesse
tempo e tratamento foi Bacteroidia com 39,70%, responsavel também pela composicao total do
filo Bacteroidota. Dentro do Filo Firmicutes a Classe que mais contribuiu para a composi¢do
bacteriana do ninho foi Bacilli com 9%. No tratamento Ninho + P119, a predominancia foi da
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Classe Alphaproteobacteria com 32,86%, seguida de Gammaproteobacteria com 22,81%,
Bacteroidia com 21,88% e Bacilli com 13,6%.

Ja no Tempo 10, onde houve a predominancia de Bacteroidota, obtivemos como
consequéncia uma predominancia da Classe Bacteroidia, com 60,61% no tratamento Ninho e
53,65 no tratamento Ninho + P119. Com isso foi observada uma diminuigé&o de contribui¢do
dentro de Proteobacteria, com a Classe Gammaproteobacteria diminuindo sua abundancia para
8,7% no tratamento ninho e 15,3% para Ninho + P119. O mesmo ndo foi observado na Classe
Alphaproteobacteria, que manteve percentuais parecidos, com 21,76% para Ninho e 21,69%
para Ninho + P119, mostrando que nem o0 tempo e nem o tratamento possuiram impactaram

nesse grupo de microrganismos.

Com relacdo a composicdo de géneros novamente nao foi possivel observar grandes
diferencas quando comparamos o0s tratamentos sem e com adicdo do inoculante, sendo
observada uma mudanga maior entre o Tempo 1 e Tempo 10 (Figura 29). O género
Pseudomonas, relativo ao género do inoculante utilizado, apresentou no geral uma frequéncia
muito baixa, estando em abundancia menor que 1% nos dois tempos em ambos 0s tratamentos
(Tabela 9). Também nao foi possivel observar diferenca significativa entre os tratamentos (T-

test, p = 0,11) e nem entre os tempos (T- test, p = 0,14).

Tabela 9 — Abundancia total, abundancia relativa e média de abundancia das amostras relativo
ao género Pseudomonas no ensaio de Bioaumentacdo em ninho de espuma.

Métricas Ninho T1 Ninho + P119 T1 Ninho T10 Ninho + P119 T10
N.° de ASVs 379 52 63 11
Abundancia Relativa 0,062% 0,033% 0,036% 0,009%
Média 126,33 + 88,99 17,33 £ 18,61 21 +18,35 3,66 £ 5,50

Fonte: Elaborado pela autora.

No Tempo 1 no tratamento Ninho sem inoculante os trés géneros mais abundantes foram
0s géneros Chryseobacterium com 25%, seguido de um género ndo classificado de
Comamonadaceae com 9,42% e Paenibacillus com 8,74%. Ja no tratamento Ninho + P119
tivemos uma redugdo na abundancia de Chryseobacterium para 9,86%, ficando atras de
Paenibacillus com 13,18%, que nesse tratamento teve sua abundancia aumentada, seguido por
um género nao classificado de Comamonadaceae com 10,16%. Outras diferencas encontradas

é que os géneros Nubsela e Cetobacterium so apareceram no tratamento Ninho, enquanto os
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géneros Bdellovibrio, Microvirga e Sporomusa se fazem presentes apenas no tratamento Ninho
+ P119, todos esses géneros, no entanto, apareceram em abundancias menores que 5%. Outro
ponto interessante € que foram obtidas grandes propor¢des de géneros raros, com abundancia

menor que 1% em ambos os tempos e tratamentos.

No Tempo 10, tivemos um aumento consideravel na abundancia do género
Elizabethkingia se tornando esse o mais abundante em ambos os tratamentos com 33,65% no
tratamento Ninho sem inoculante e 31,55% no tratamento Ninho + P119. Os dois géneros que
completam os trés géneros mais abundantes, também em ambos os tratamentos, foram
Nubsella, com 11,67% no tratamento Ninho sem inoculante e 9,45% no tratamento Ninho +
P119 e Sphingobacterium com tratamentos com 7% no tratamento Ninho e 10,82% no
tratamento Ninho + P119. O género Chryseobacterium, que no Tempo 1 se fazia presente em
ambos 0s tratamentos, agora aparece apenas no tratamento Ninho sem inoculante. Outros
géneros que também s6 se fazem presentes no tratamento Ninho sem inoculante sdo Pedobacter
e Bdellovibrio, ambos com abundancia menor que 5%. No tratamento Ninho + P119 n&o foi
possivel observar a ocorréncia de géneros abundantes que ndo se faziam presentes no
tratamento Ninho. Assim, como no Tempo 1, foi possivel observar uma grande proporcao de

bactérias com abundancia menor que 1%.
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Figura 29 - Abundancia relativa de ASVs de bactérias a nivel de género referente as amostras
do teste de bioaumentagao in vitro em ninho de espuma.
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Fonte: Elaborado pela autora. Os géneros representados possuem abundancia acima de 1 %, os demais géneros
com abundancia menor que 1% aparece somados como “Outros”.

A andlise diferencial de abundancia a nivel de género mostrou quais géneros tiveram
sua abundancia influenciada pela adicdo da bactéria Pseudomonas putida P119. No Tempo 1
podemos observar um maior nimero de géneros que possuiam mudancas significativas com 11
géneros influenciados positivamente pela bactéria e 15 géneros influenciados negativamente
(Figura 30). Ja no Tempo 10 apenas um género foi significativamente influenciado de forma

negativa pela bactéria e 3 de forma positiva (Figura 31).



65

No Tempo 1 com a adi¢do da bactéria tivemos um aumento significativo (p < 0,05) dos
géneros Unclassified Rhizobiaceae, Devosia, Paenibacillus, Ensifer,
Acinetobacter, Sphingobacterium, Unclassified Devosiaceae,
Psychrobacter, Cerasicoccus, Parabacteroides e Halomonas, e diminuicdo dos géneros
Pseudogulbenkiania, Unclassified env.OPS_17, Luteibacter, Acidaminobacter, Rhodoferax,
Dechlorosoma, AAP99, Pseudomonas, Propionivibrio, Taibaiella, Massilia, Laribacter,
Novosphingobium, Chryseobacterium e Cetobacterium. No Tempo 10 observamos que um
menor numero de géneros foi influenciado pela adicdo da bactéria, com diminuicdo
significativa (p < 0,05) apenas do género Terrimicrobium e aumento (p < 0,05) dos géneros
Alteromonas, Alkaliphilus e Roseibacillus.

Figura 30 - Andlise diferencial de abundéncia a nivel de género para as amostras em T1.
Tempo 1

Pseudogulbenkiania 4
env.OPS_17 ndo identificado  * = pvalue < 0.05 & o
Luteibacter - X 0
Acidaminobacter - * o
Rhodoferax - *
Dechlorosoma ¥ o
AAPS9 - *
Pseudomonas - *
Propionivibrio - * 0
Taibaiella - * o

Massilia
Laribacter * @
Novosphingobium - * o

Chryseobacterium - * 0

Cetobacterium * @

Herbaspirillum - e}

Rhizobiaceae néo identificado - o*
Devosia - ox
Paenibacillus o*
Ensifer 1 o*-
Acinetobacter - o*
Epulopiscium - o—
Sphingobacterium - o—*—
Coriobacteriales néo identificado o—
Devosiaceae néo identificado o—*
Psychrobacter 4 o—*
Cerasicoccus o—*
Erysipelotrichaceae néo identificado o
Parabacteroides -
Halomonas A

-4 -2 0 2 4 6 8 10
Log2 Fold-Change

&0

. Abundante em Ninho + P119 |© Abundante em Ninho

Fonte: Elaborado pela autora. Os géneros que aparecem em laranja indicam quem teve a abundancia aumentada
com a adi¢do da bactéria Pseudomonas putida P119 e os géneros em azul indicam quem teve a abundancia reduzida
com a adicdo da bactéria Pseudomonas putida P119, os géneros que aparecem com asterisco possuem valor de p
<0,05.
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Figura 31 - Analise diferencial de abundancia a nivel de género para as amostras em T10.
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Fonte: Elaborado pela autora. Os géneros que aparecem em amarelo indicam quem teve a abundancia aumentada
com a adi¢do da bactéria Pseudomonas putida P119 e os gé€neros em roxo 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.

5.3.3 Beta diversidade da comunidade bacteriana

Para avaliar a beta diversidade bacteriana das 12 amostras, foi realizado o método de
agrupamento nao ponderado de média aritmética (UPGMA) utilizando o algoritmo de Bray-
Curtis. Com essa analise para os géneros mais abundantes (> 1 %) foi possivel identificar a
formagao de dois grandes agrupamentos distintos, o primeiro (em vermelho) sendo relativo as
amostras do Tempo 10 e o segundo (em azul) as amostras do Tempo 1 (Figura 32). No grupo
do Tempo 1 observamos uma a separagao das amostras por tratamento, estando as 3 amostras
do tratamento Ninho mais proximas quando comparadas as 3 amostras do tratamento Ninho +
P119, também mais proximas. J4 no Tempo 10, ndo conseguimos observar essa separagdo de
agrupamentos entre os tratamentos, mostrando haver uma menor diferenca entre as amostras ao

longo do tempo.
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Figura 32 - Dendrograma da analise de agrupamento UPGMA utilizando as Variantes de
Sequéncias de Amplicon (ASVs) a nivel de género bacteriano acima de 1 % de abundancia
relativa, ilustrando a relagao as 12 amostras do ensaio de bioaumentag¢ao in vitro em ninhos de
espuma.
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Fonte: Elaborado pela autora. No dendrograma ¢é possivel observar que os dois grandes agrupamentos foram
gerados em fungéo tempo.

J& quando levamos em consideragdo os géneros menos abundantes (< 1 %) foi
novamente possivel identificar a formagao de dois grandes agrupamentos distintos, com essa
divisdo sendo feita majoritariamente em fun¢do do tempo (Figura 33). Vemos dessa forma, um
primeiro grupo (em vermelho) formado exclusivamente por amostras do Tempo 10. Nesse
agrupamento, assim como visto na analise de agrupamento anterior (Figura 34), ndo temos uma
separacdo bem definida das amostras por tratamento, demonstrando uma maior similaridade
entre as amostras desse grupo. No segundo grupo (em azul) ja conseguimos ver um
agrupamento das amostras do tratamento Ninho. Nesse grupo também temos a presenga isolada

da amostra Ninho T10 (2), estando apenas ela mais similar as amostras do Tempo 1.
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Figura 33 - Dendrograma da andlise de agrupamento UPGMA utilizando as Variantes de
Sequéncias de Amplicon (ASVs) a nivel de género bacteriano abaixo de 1 % de abundéncia
relativa, ilustrando a relacdo as 12 amostras do ensaio de bioaumentagéo in vitro em ninhos de
espuma.
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Fonte: Elaborado pela autora. No dendrograma ¢é possivel observar que os dois grandes agrupamentos foram
gerados majoritariamente em fungdo tempo.

A confirmacdo do padréo de beta diversidade observado no dendrograma foi obtida
através da Analises de Coordenadas Principais (PCoA) de ASVs a nivel de género, utilizando
o0 algoritmo de Bray-Curtis. Dessa forma pudemos observar, que assim como na composi¢ao
da comunidade, o fator que mais diferencia as amostras € o tempo e ndo os tratamentos (adi¢cdo

ou ndo adi¢do do inoculante) (Figura 34).
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Figura 34 - Analises de Coordenadas Principais (PCoA) de ASVs a nivel de género, das 12
amostras analisadas.

0.2 1

0.1

Axis.2 [11.8%]

0.0 4

-0.14

-0.2 0.0 0.2
Axis.1 [72%]

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

Fonte: Elaborado pela autora. No grafico ¢ possivel observar que a similaridade entre as amostras ¢ mais
influenciada pelo tempo, do que pelo tratamento com o inoculante.

Para verificar modificagcOes na beta diversidade nos microrganismos raros, foi
realizada uma segunda Anélises de Coordenadas Principais (PCoA) com 0s géneros de
abundancia relativa menor que 1% (Figura 35). Com isso, foi possivel observar que o padrao ja
observado se manteve, com a diferenca entre as amostras sendo mais influenciada pelo tempo
do que pela adigéo do inoculante.
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Figura 35 - Andlises de Coordenadas Principais (PCoA) de ASVs a nivel de géneros
(abundancia < 1%) das 12 amostras analisadas.
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Fonte: Elaborado pela autora. No grafico é possivel observar que a similaridade entre as amostras ¢ mais
influenciada pelo tempo, do que pelo tratamento com o inoculante.

5.3.4 Analise de rede de interacdes microbianas (Network analysis)

Como resultado da andlise de rede de interagfes bacterianas foram obtidas 4 redes,
referentes as 4 combinagdes das condi¢cdes experimentais (Figura 36) e uma tabela contendo as
propriedades das redes (Tabela 10).

Tabela 10 — Propriedades das redes de interagao bacteriana para os tratamentos do Ensaio de
Bioaumentacao in vitro em ninhos de espuma.

Parametros Ninho T1 Ninho + P119 T1 Ninho T10 Ninho + P119 T10
Arestas 7.128 5.194 1.905 2.333
Vertices 585 425 314 283

Modularidade 0,65273 0,625596 0,62420 0,59641

Transitividade 0,66057 0,61875 0,51439 0,56323
Densidade grafica 0,04172 0,05764 0,03876 0,05846
Didmetro da rede 21 19 14 18

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 36 — Rede de interagdo bacteriana para os tratamentos do Ensaio de Bioaumentagao in
vitro em ninhos de espuma.
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Fonte: Elaborado pela autora.

De forma global temos uma diminuicao de vértices e arestas com o tempo, comparando
os tratamentos de T1 vs T10. Em T1, o nimero de arestas e vértices € maior em Ninho com
relagdo a Ninho +P119, indicando uma comunidade mais homogénea em termos de abundancia
no tratamento sem o inoculante. No Tempo 10 observamos uma pequena diminui¢do do niumero
de vértices no tratamento Ninho + P119, no entanto, temos um aumento do nimero de conexdes,
implicando em uma possivel manutencdo da complexidade da rede. Essa complexidade se
refere a uma maior homogeneidade da comunidade bacteriana, em comparacao ao observado
em Ninho T10.
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Com relacdo a modularidade, valores mais altos indicam uma rede mais modular, com
grupos distintos de elementos interagindo mais entre si do que com o restante da rede. Dessa
forma, vemos que em Ninho T1 temos uma rede mais modular. Ja em Ninho + P119 T10 temos
uma rede menos modular, indicando uma maior interacdo global entre os elementos da rede. Ja
na transitividade, que representa a tendéncia de nds conectados estarem agrupados em pequenos
clusters, onde quanto maior, mais agrupada € a rede, vemos que em Ninho T1 temos 0 maior
nivel de agrupamento em pequenos clusters. Ja no Tempo 10 observamos que Ninho + P119
T10 temos uma transitividade mais alta do que em Ninho T10, indicando uma possivel

manutenc¢do da caracteristica de agrupamento observado em Ninho T1.

Quando observamos a densidade grafica, em Ninho T1, temos uma maior densidade
gréfica quando comparado a Ninho + P119 T1. Ja no Tempo 10, o tratamento Ninho + P119 é
que obteve valores maiores de densidade gréfica, quando comparado ao tratamento sem o
inoculante. Redes com uma densidade gréafica mais alta indicam que h& um maior nimero de
conexdes ou interacdes entre 0s elementos na rede em comparagdo com o numero total possivel
de conexdes. Outro parametro analisado foi o diametro das redes, que é caracterizado pelo
comprimento mé&ximo do caminho mais curto entre dois nds na rede, indicando a distancia
maxima entre quaisquer dois elementos na rede. Comparando o didmetro das 4 redes,
observamos uma maior diminui¢do do diametro entre os tratamentos Ninho T1 (21) x Ninho
T10 (14), comparado com Ninho + P119 T1 (19) x Ninho + P119 T10 (18).

Com relagdo aos principais grupos de microrganismos desempenhando papel nas redes,
observamos que filo Proteobacteria, tem um maior destaque tanto no Tempo 1, quanto no
Tempo 10 mesmo que em termos de composi¢do sua abundancia relativa tenha diminuido em

relacdo a Bacterioidota que foi mais abundante no tempo 10.
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6 DISCUSSAO

6.1 Identificacao molecular e potencial genomico dos isolados

A utilizacao do género Pseudomonas para a prospec¢ao de isolados com capacidade de
inibi¢cdo contra o fungo Bd vem hé algum tempo se mostrando promissora, uma vez que isolados
de anfibios, pertencente a esse género ja demonstraram atividade antifungica (LAUER et al.,

2007; MARTIN H et al., 2019), inclusive anti-Bd in vitro (Tabela 1).

O género Pseudomonas aparece, frequentemente, como sendo o ou um dos mais
abundantes na pele de algumas espécies de anfibios (SHAW et al., 2014; BECKER et al.,
2015b; NAVA-GONZALEZ et al., 2021). Alguns trabalhos também relacionam a alta
abundancia de Pseudomonas na pele de animais com individuos negativos para Bd (JIMENEZ
et al., 2019). Um trabalho com a comparacdo de individuos de Rana italica, mostrou que
bactérias pertencentes a familia Pseudomonadaceae, em especial do género Pseudomonas,
foram mais abundantes em individuos nao infectados do que em infectados por Bd (FEDERICI
et al., 2015). Também ha indicios que o microbioma, especialmente aqueles predominados por
Pseudomonas, pode estar envolvido na resisténcia de espécies infectadas por Bd, ndo havendo
o comprometimento da sua sobrevivéncia, devido a sua provavel atuagdo na dindmica

estabelecida entre microbioma e patogeno (NAVA-GONZALEZ et al., 2021).

As cepas sequenciadas foram identificadas como Pseudomonas putida. Na literatura,
essa espécie € bastante relatada por sua ampla producdo de metabodlitos, sendo estudada
inclusive para o emprego na agricultura visando a promogao do crescimento vegetal MEHNAZ
et al., 2010; GEORGIEVA et al., 2023), mesmo sob estresse salino (COSTA-GUTIERREZ et
al.,2020). A alta produgdo de metabolitos, também confere uma ampla capacidade antagonica
contra fungos e bactérias (AGARAS ef al., 2015; OLIVER et al., 2019; MAES et al., 2020),
incluindo anti-Bd (FLECHAS et al., 2012; DASKIN ef al., 2014). Além disso, P. putida vem
se demonstrando uma promessa como hospedeiro de reagdes trans-metabolicas, similar ao ja
estabelecido com Escherichia coli, além de possuir capacidade de adesdo controlada a
superficies-alvo aumentando o seu valor biotecnolégico (MARTINEZ-GARCIA; DE
LORENZO, 2024).

Como probidtico, um estudo recente, utilizou uma cepa de P. putida em Tilapias-do-
Nilo demonstrando efeitos positivos apos aplicagdo, como aprimoramento da taxa de

sobrevivéncia, ganhos de peso corporal além do aprimoramento da resposta imune, com o
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aumento nas atividades séricas de lisozima, fagocitose e nitroblue tetrazolium, acarretando uma
maior resisténcia contra a infec¢do por Aeromonas hydrophila (ALY et al., 2024). Além disso,
através de exames histopatologicos, foi observado que P. putida aumentou significativamente
a resposta imune inespecifica em Tilapia do Nilo (ALY et al., 2024). Tudo isso demonstra a
versatilidade dessa espécie no seu uso em atividades agrondmicas, biotecnoldgicas e

ambientais.

Mesmo com a baixa qualidade do sequenciamento foi possivel, através da utilizagao de
genes housekeeping (rpoB — gyrB — rRNA 16s) realizar a identifica¢do dos trés isolados alvos
para o desenvolvimento do probidtico, incluindo a cepa P119, utilizada no ensaio de
Bioaumentacdo. A utilizacdo desses e de outros genes para uma analise multiloco, ¢ uma forma
jé estabelecida e ainda atual de realizagdo da identificag@o de espécies do género Pseudomonas
(MULET; LALUCAT; GARCIA-VALDES, 2010), em especial de espécies novas (POBLETE-
MORALES et al., 2020; SAWADA; FUJIKAWA; HORITA, 2020; DUMAN et al., 2021,
CARVALHO et al., 2022).

E importante salientar que a classificagdo do género Pseudomonas é bastante
complicada, pela sua grande quantidade de grupos e subgrupos filogenéticos, que variam
constantemente com novas revisoes, podendo acarretar uma identificag¢do incorreta a depender
da metodologia escolhida (MULET; GARCIA-VALDES; LALUCAT, 2013). As grandes
tentativas de classificacdo do género eram baseadas em atividades bioquimicas (LYSENKO,
1961). Atualmente, os métodos mais precisos de taxonomia bacteriana sao a hibridizacdo DNA-
DNA e a Andlise de Sequencias Multi-Locus (MLSA), que consiste na analise concatenada de
determinados genes housekeeping, como as sequéncias codificantes da subunidade beta da
DNA girase (gyrB), subunidade beta da RNA polimerase (rpoB) e RNA ribossomal 16s (16s
rRNA), que ja estdo bem estabelecidas na taxonomia bacteriana (MULET et al., 2009). A
taxonomia do género Pseudomonas ja foi revisada diversas vezes nos ultimos anos, sendo P.

aeruginosa, P.straminea, P.stutzeri, P. syringae e P. putida alguns dos grupos de Pseudomonas

(HESSE et al., 2018).

No geral, o sequenciamento do genoma completo de isolados bacterianos, nos fornece
informagdes importantes, que vao desde a identificacdao da espécie, até a identificagdo de genes
que possam confirmar ou ndo viruléncia e/ou atividades de interesse. Dessa forma, o
sequenciamento gendmico dos isolados foi importante ndo apenas para a determinagdo da
espécie de Pseudomonas, sugerindo, portanto, que as cepas trabalhadas ndo se trata de uma

espécie patogénica, mas também foi importante para a busca de genes que possam indicar uma
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producdo de metabdlitos antifingicos como foi o caso de phzF, henC e henB, cujas fungdes
estdo associadas, juntamente com outros genes, a biossintese de fenazina e cianeto de
hidrogénio, respectivamente. As fenazinas sao moléculas versateis e multifuncionais que
desempenham papéis essenciais em diversos aspectos da biologia microbiana, desde a defesa
contra agentes patogénicos até a regulagdo de processos metabolicos e de sinalizacdo celular
(MENTEL et al., 2009). J4 o cianeto de hidrogénio cianeto ¢ outro antimicrobiano produzido
por Pseudomonas spp. que ¢ conhecido por ser altamente toxico para muitos organismos,
incluindo microrganismos, devido a sua capacidade de interferir nas vias metabdlicas e causar
danos celulares (FLURY et al., 2017). E preciso frisar, no entanto, que a presenca desses genes
ndo assegura, necessariamente, a expressao desses metabolitos, mas constituem indicios de um

potencial intrinseco que os isolados analisados possuem.

Também ¢ importante ressaltar que a ndo deteccdo de genes que participam da sintese
de metabolitos especificamente anti-Bd, ndo implicam, necessariamente, na incapacidade dos
isolados em inibir o fungo. Com isso, mesmo ndo tendo sido possivel fechar os genomas
sequenciados, conseguimos inferir informac¢des importantes e fundamentais acerca dos
isolados, sendo possivel selecionar uma cepa de interesse mais promissora, para a etapa
seguinte do estudo. A escolha do isolado P. putida. P119 para a realizagdo do ensaio de
bioaumenta¢cdo em ninho de espuma, em detrimento dos demais isolados que obtiveram a
mesma identificagdo, se deu em especial, pela melhor qualidade do seu sequenciamento, o que
possibilitou uma melhor avaliacio de possiveis genes de viruléncia e de resisténcia, sugerindo

uma maior seguranca desse isolado, bem como um potencial intrinseco do genoma dessa cepa.

6.2 Bacterioma de ninho de espuma de L. vastus apos a adicdo da cepa Psedudomonas

putida P119.

Com relacao ao ensaio de bioaumentacdo in vitro em ninho de espuma in natura foi
possivel observar que o indculo da bactéria P. putida P119 nao alterou significativamente a
riqueza, diversidade e a composi¢do da comunidade bacteriana do ninho, tanto com 1 dia do
in6culo, quanto com 10. A tnica alteragdo significativa observada com a adi¢ao do inoculante
foi na riqueza de ASVs, onde no Tempo 1 foi obtido um pequeno aumento do nimero de ASVs.
No entanto, esse aumento significativo nao foi observado no Tempo 10. Isso pode ter ocorrido
por uma tendéncia desse bacterioma a um retorno de equilibrio com o tempo. Essa nao
modificagdo significativa na comunidade microbiana também foi observada no trabalho que

utilizou a bactéria J. lividum para bioaumentacdo em Lithobates clamitans, que mesmo tendo
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sua abundancia aumentada, ndo alterou significativamente a alfa e beta diversidade dos do
microbioma dos girinos testados (REBOLLAR et al., 2016c). Caracteristicas como essas
podem ser importantes no desenvolvimento de probioticos, ja que mudangas severas no

microbioma podem causar disbioses que afetem a saide do animal.

Os resultados mostram que o maior fator de impacto na mudanga no bacterioma foi o
tempo, tanto em seus indices de riqueza quanto na diversidade beta, sugerindo que o tempo
exerceu uma influéncia mais pronunciada nas alteragdes observadas no bacterioma. Essa
analise reforca a relevancia do tempo na dindmica das comunidades bacterianas, evidenciando
a importancia de considerar o contexto temporal em estudos microbiolédgicos. E conhecido que
as comunidades microbianas podem mudar rapidamente com o passar do tempo, e alguns
estudos do microbioma da pele de ras e salamandras mantidas em cativeiro demonstraram uma
diminui¢do da diversidade microbiana comparada ao encontrado na natureza (BECKER et al.,
2014; LOUDON et al., 2014). Além disso, o microambiente dos ninhos de espuma ¢ muito
dindmico, ja que sdo estruturas muito ricas biologicamente e que sofrem mudangas na sua
estrutura com o passar do tempo, uma vez que se configuram como estruturas temporarias.
Dessa forma, mudangas quimicas e biologicas ocasionadas pelas mudangas estruturais do
ninho, alteram a composi¢do quimica dos ninhos ao longo do tempo, o que também ocasiona

um impacto direto na sua microbiota.

A alta abundancia no ninho do filo Proteobacteria e classe Gammaproteobacteria, tanto
no Tempo 1 como no Tempo 10, estd de acordo com o j& encontrado em ninhos de espuma da
mesma espécie e de outras espécies da Familia Leptodactylidae (MONTEIRO et al., 2023). O
mesmo foi encontrado em outro trabalho que avaliou a composi¢do da microbiota da pele de
anuros do género Polypedates e seus ninhos de espuma (MCGRATH-BLASER et al., 2021).
Nesses trabalhos os filos Bacterioidota e Firmicutes também aparecem entre os mais
abundantes, similar também ao encontrado na pele de diferentes espécies de anuros pos-
metamorficos (BECKER et al., 2015b; FEDERICI et al., 2015). O filo Proteobacteria ¢
comumente encontrado abundantemente em diversos ambientes, se fazendo também
predominante no solo (JANSSEN, 2006). A predominancia desse grupo no ninho de espuma e
na pele de anuros pode ser importante, ja que muitos membros deste filo sdo conhecidos por

produzirem metabolitos anti-Bd, incluindo o género Pseudomonas (MYERS et al., 2012).

Com relagdo aos géneros, podemos observar que ha uma diferenga na composicao dos
géneros mais abundantes comparado ao ja observado em ninhos de L. vastus, mudando tanto a

composi¢ao como na quantidade de géneros com abundancia superior a 10% (MONTEIRO et
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al., 2023). Monteiro et al. (2023) demonstraram uma maior abundancia dos géneros
Sphingobacterium (28,6 %), Paenibacillus (16,5%) e Paucibacter (14,8%) em ninhos de
espuma de L. vastus coletados em uma Reserva Particular do Patrimonio Natural (RPPN) no
municipio de Pacatuba, Ceard, Brasil. Enquanto no atual estudo, os géneros mais abundantes
nos ninhos sem a adi¢do do inoculante no Tempo 1 foram Cryseobaterium (25%), género nao
classificado de Comamonadaceae (9,42%) e Paenibacillus com (8,74%). Uma das razdes para
essa diferenca pode estar relacionado ao nivel de antropizagao do local de coleta, onde no atual
trabalho se deu dentro de um Campus Universitario, préximo a comunidades habitacionais, na
cidade de Fortaleza (~ 2,5 milhdes de habitantes). Um reflexo dessa antropiza¢do foi o
aparecimento em alta propor¢ao do género de bactéria Elizabethkingia, o que nao foi observado
em outros ninhos da mesma e/ou de outras espécies (MCGRATH-BLASER et al., 2021;
MONTEIRO et al., 2023).

O grande aumento de abundancia do filo Bacteroidota do Tempo 1 para o Tempo 10,
estd relacionado principalmente a esse aumento no género de Elizabethkingia, que ja se
encontrava abundante no Tempo 1, mas que teve sua abundancia ultrapassando os 30%, sendo
o género mais abundantes nos dois tempos e dois tratamentos, com relagdo aos demais géneros
do ninho. Fatores como a composi¢ao bioquimica do ninho, podem ter favorecido esse aumento

substancial do género.

O género Elizabethkingia ¢ caracterizado por serem bactérias raras em forma de
bastonete, gram-negativas, associadas a infec¢des pulmonares e do trato urinario. Sado
normalmente encontradas no solo e na agua, sendo a espécie Elizabethkingia meningoseptica a
mais conhecida, uma vez que causa doengas em humanos, como ¢ o caso de sepse € meningite
mais comum em criangas neonatas (FRANCIS et al., 2023; SWAMI et al., 2024). Infelizmente,
a patogenicidade desse género ndo se restringe a humanos. A espécie Elizabethkingia miricola,
que j4 demonstrou causar complicagdes clinicas em humanos imunocomprometidos como
sepse (KALCHEV et al., 2022; ZHUO; ZHOU; LIU, 2023), vem sendo associada a doengas
em anuros (YANG et al., 2023).

Nas espécies Bombina microdeladigitora, Lithobates pipiens, Pipa parva € Theloderma
bicolor, por exemplo, a infeccdo por E. miricola demonstrou causar diversas complicagdes
clinicas que variaram entre edema, ascite, protrusao da bexiga urinaria, depressao, opacidade
unilateral do olho, cegueira posterior, inchaco abdominal, hemorragia, torcicolo e falta de
coordenacao (TRIMPERT et al., 2021). Dessa forma, temos a emergéncia de mais um patdgeno

causador de doenca em anuros, que além de afetar potencialmente uma ampla gama de
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hospedeiros, também vem-se demonstrando altamente resistente a antimicrobianos, tornando
seu controle e tratamento ainda mais dificeis (LI et al., 2023; TRIMPERT et al., 2021; WEI et
al., 2023; YANG et al., 2023). Essa resisténcia a tratamentos clinicos, pode estar relacionada
inclusive a capacidade que algumas espécies do género como a propria E. miricola e, também,
E. anophelis tém, de formar biofilmes (PUAH et al., 2022). Algo a ser comentado ¢ que a
espécie E. meningoseptica foi capaz de inibir Bd in vitro, demonstrando que ainda temos muito
a conhecer sobre a interagdo entre microrganismos patogénicos que atualmente atingem os

anfibios (FLECHAS et al., 2012).

Entretanto, o atual estudo faz o primeiro relato da presenca abundante do género
Elizabethkingia em ninhos de espuma. Sendo importante ressaltar que esse género foi
enriquecido ao longo de 10 dias em ninhos de espuma (periodo aproximado de eclosdo dos ovos
e desenvolvimento dos girinos), mostrando que que os ninhos podem favorecer tanto o

desenvolvimento de microrganismos do bem como microrganismos patogénicos.

O microbioma de estruturas reprodutivas, como ¢ o caso dos ninhos de espuma, sofre
influéncia tanto dos individuos como do ambiente onde sdo depositados. Assim, a antropizacao
além de trazer mudangas notaveis no microbioma, muitas vezes negativas, podem auxiliar no
aparecimento e manutencao de altas concentragdes de microrganismos patogénicos, tanto para
humanos como para os proprios animais. Na regido da Amazonia por exemplo, vém-se
aumentando o alerta com relagdo a deteccao de E. miricola que além de estar afetando os
anfibios anuros locais também gera problemas para a populacdo amerindia da regido

(FONSECA et al., 2024).

Mesmo que no geral, a composi¢cdo do bacterioma ndo tenha mostrado grandes
diferencas, ¢ preciso olhar também para o impacto do inoculante na microbiota menos
abundante. Esse impacto foi observado na realizagao da andlise diferencial de abundancia, onde
foi possivel observar o efeito da adi¢do do inoculante nas bactérias que se encontravam em
abundancia menor que 1%. Com isso, foi possivel observar que o nimero de géneros
impactados pelo inoculante foi maior nas bactérias raras do que nas mais abundantes e que a
quantidade de géneros influenciados significativamente tanto positiva, quanto negativamente
pela adicdo do inoculante tende a diminuir com o tempo, podendo ser um demonstrativo
novamente da tendéncia da comunidade a voltar ao equilibrio ou da predominancia da
composi¢do quimica do ninho na estrutura da comunidade microbiana. Com o passar o tempo,
o ninho deixa de sofrer influéncia do microbioma parental e ambiental e passar a ser mais

influenciado pela composic¢ao intrinseca do ninho.
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Bactérias abundantes geralmente desempenham um papel crucial nos ecossistemas,
contribuindo com pelo menos 1% da abundancia e apresentando uma biomassa significativa.
Além de influenciarem o fluxo de carbono e a ciclagem de nutrientes, também possuem uma
taxa de crescimento mais elevada e uma maior resisténcia a predacgio e a virus (PEDROS-
ALIO, 2012). Em contrapartida, as bactérias raras tém uma abundéncia inferior, geralmente
abaixo de 0,1%, e uma biomassa reduzida. Apesar disso, podem exibir uma biodiversidade
maior e contribuir significativamente, em alguns casos, para a ciclagem de nutrientes, embora
sua influéncia no fluxo de carbono seja menor (PEDROS-ALIO, 2012). No entanto, é
fundamental destacar que as fungdes especificas das bactérias raras ainda sdo pouco
compreendidas e continuam a ser objeto de estudo em pesquisas cientificas. De qualquer forma,
um impacto, tanto positivo quanto negativo nessa parcela do microbioma, pode acarretar
diferen¢a nas dindmicas gerais do ninho, sendo esse, portanto, um ponto a ser levado em
considera¢do em analises de microbiomas e possiveis impactos da adi¢ao de probidticos, a fim
de melhor entender, por exemplo, o papel dessas bactérias na fungdo antagbénica contra

patdgenos como o Bd.

Apesar das poucas mudangas que o bacterioma do ninho demonstrou com a adi¢do do
inoculante, ¢ necessario que testes subsequentes com o isolado sejam realizados, tanto para a
determinagdo da melhor concentragdo de células inicial do ind6culo, como para a escolha do
melhor veiculo o qual essas células serdo entregues no ninho, além da periodicidade que esses
in6culos serdo realizados. Atualmente, se estima que a concentracdo média celular de um
indculo com células procaridticas para tratamento da vida selvagem esteja entre 10* e 10°
celulas/ml, podendo ser uma inoculagdo Uinica ou algumas aplicagdes intercaladas (GARCIAS-
BONET et al., 2023). Estudos com a utilizagdo de probidticos na pele de anuros foram feitos
utilizando concentragdes tdo altas quanto 10° celulas/ml (WOODHAMS et al., 2020) e que
mesmo assim, ndo demonstraram efeito aumentativo na pele do animal inoculado,
demonstrando ainda a dificuldade em se estimar concentracdes especificas para esse fim. A
concentracdo final do inoculo utilizada neste trabalho ficou em 10* celulas/ml, podendo

concentragdes maiores ocasionaram mudangas mais significativas no bacterioma do ninho.

Alguns estudos foram realizados também visando determinar a densidade minima de
células bacterianas necessarias para a producdo de compostos anti-Bd, bem como a avalia¢ao
da importincia da densidade celular na eficacia dessas bactérias como probiodticos
(YASUMIBA; BELL; ALFORD, 2016). O que foi observado ¢ que densidades iniciais minimas

podem resultar em uma produ¢do mais eficiente de compostos inibitorios e que, portanto, a
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selecdo de bactérias que produzem esses compostos em densidades celulares mais baixas e que
possuem rapido crescimento, pode ser preferivel para estratégias de bioaumentacio contra Bd
(YASUMIBA; BELL; ALFORD, 2016). Outro ponto levantado ¢ que ha muito tempo ja se
sabe, que muitas bactérias, incluindo Pseudomonas spp. utilizam do quorum sensing para a
regulacdo da producdo de metabdlitos secundarios, o que pode ser relevante para a eficacia das
bactérias como probidticos na prote¢ao dos anfibios contra a infeccdo por Bd (WALSH;

MORRISSEY; O’GARA, 2001).

Outro ponto a ser destacado foi a baixa abundancia de Pseudomonas nas amostras
analisadas. Além da concentracdo celular mais baixa, o0 modo de inoculacdo pode também ter
sido um dos fatores pelos quais ndo foi observada uma grande abundancia de Pseudomonas nas
amostras, em especial as inoculadas, estando sempre abaixo de 1%. No solo, por exemplo, uma
das técnicas desenvolvidas para a inoculagdo ¢ a utilizagdo de células imobilizadas em esferas
de quitosana que desempenham diversos papéis ajudando os microrganismos imobilizados a
terem mais sucesso na bioaumenta¢do (ANGELIM et al., 2013). Dessa forma, além da escolha
de um isolado promissor, € necessario avaliar diversas técnicas de inoculos, a fim de garantir a
sobrevivéncia deste probidtico no local alvo, permitindo que haja uma “aclimatacdo” do
inoculante no novo ambiente, ndo sofrendo dessa forma, tdo severamente com estresses

ambientais e interagdes negativas com outros microrganismos.

De qualquer maneira mesmo levando em consideracao a forma de indculo e o ambiente
do ninho, possivelmente hostil para o probiodtico, vale ressaltar que a abundancia de
Pseudomonas foi menor do que o esperado, mesmo nas amostras nao bioaumentadas no Tempo
1, levando em consideracdo ao ja observado na literatura, incluindo em ninhos de espuma da
mesma espécie (MONTEIRO et al., 2023). Monteiro et al (2023) relataram uma abundancia de
7 % de Pseudomonas quando estudando o microbioma de ninho de espuma também de L.
vastus, porém da localidade Pacatuba-CE, diferente da localidade do atual estudo. Fatores como
competicdo com outros microrganismos abundantes podem ter influenciado essa discrepancia
com o normalmente observado. E importante destacar que, mesmo que a bactéria ndo tenha
aumentado de forma expressiva a sua abundancia no ninho de espuma, nao podemos descartar
que os probioticos podem agir de diferentes formas, e que, mesmo em baixa abundancia podem
atuar em conjunto com o restante da microbiota regulando-o e promovendo a agdo contra o Bd

(BLETZ et al., 2013).
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A anéalise comparativa das redes microbianas nos tempos T1 e T10, considerando 0s
tratamentos Ninho e Ninho + P119, revelou insights significativos. Foi observado uma transigéo
global para redes menos densas e mais desconectadas no T10, indicando uma diminuicdo na
homogeneidade da comunidade. Especificamente em T10 a adicdo da bactéria implicou em
uma possivel preservacdo da complexidade das redes, sugerindo uma manutencdo da
homogeneidade das comunidades ao longo do tempo. Padrfes temporais influenciam nas
dindmicas das comunidades, com o desaparecimento de microrganismos, tendo ou ndo suas
funcBes substituidas por outros. Tal fator poderia explicar a mudanca na complexidade das

redes.

O tratamento com o probidtico também implicou em uma manutengdo positiva nos
parametros como didmetro de rede e densidade grafica, que nesse contexto, podem indicar
novamente uma maior complexidade e conexdes mais fortes entre os elementos na rede,
contribuindo para a estabilidade da comunidade. Em sistemas biologicos como recife de corais,
foi observado que redes mais complexas podem sugerir uma maior estabilidade e resisténcia da
comunidade microbiana a perturbagdes externas (LEITE et al., 2018). A adig¢ao do probiotico,
também impactou na homogeneidade da comunidade, fazendo com que no Tempo 10
obtivéssemos redes mais homogéneas. Essa maior homogeneidade pode garantir um
ecossistema microbiano onde ndo h4 apenas uma grande diversidade de microrganismos, mas
também uma distribuicdo equitativa das populagdes dentro dessa diversidade, caracterizada
pelo fato de que nenhuma espécie domina completamente, permitindo que varias espécies

coexistam em um estado de equilibrio relativo.

De forma geral, a adi¢do de Pseudomonas putida P119 apresentou efeitos distintos nos
tempos T1 e T10, influenciando, mesmo que de forma discreta a estrutura e as interagdes nas
redes microbianas de maneiras especificas em cada um dos tempos. O efeito de adicao de
Pseudomonas putida P119 no auxilio da manutencao da complexidade das redes com o passar
do tempo pode ser um indicativo de uma compatibilidade do isolado com a comunidade
bacteriana, se tornando desta forma um isolado promissor para o desenvolvimento de um
probiotico. Discute-se atualmente que um probiodtico ideal ndo perturbaria outros sistemas

microbianos, incluindo aqueles de organismos hospedeiros ndo alvo, ao ser introduzido

(REBOLLAR et al., 2016a).

Outro ponto importante, ¢ a grande participacao do filo Proteobacteria nas dindmicas

das redes, que pode, dentre outros motivos, estar relacionado as bactérias centrais, que em
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termos gerais possuiam uma maior diversidade dentro do filo Proteobacteria. Essa diversidade,
e os papeis ecoldgicos que diversos membros desse filo comumente desempenham nas
comunidades microbianas, podem ser fatores importantes para essa permanéncia do filo como
mais participativo nas interacdes das redes, independente do tempo. Contudo, ¢ importante
ressaltar que todas essas mudancas analisadas estdo fortemente atreladas ao contexto do
trabalho. Para maiores informacdes acerca da dinamica de interagdes, tipos de interagdes
(positiva e negativas) dentro da comunidade € necessario a aplicacdo de outras metodologias

de construcao e analises de redes de interagdes.

Por fim, ¢ importante ressaltar que, todas as mudangas ocorridas no microbioma ainda
precisam ser transmitidas verticalmente para a prole, portanto as mudangas iniciais no ninho
podem ser fundamentais para a microbiota transmitida, tendo efeito protetivo na prole. Sabemos
que a microbiota € passada de forma vertical, e que ha mudangas significativas em cada fase do
desenvolvimento, no entanto caracteristicas intrinsecas da microbiota podem ser preservadas,
caracteristicas estas que confiram efeito protetivo (MCGRATH-BLASER ef al., 2021). Dessa
forma ¢ importante no desenvolvimento de probidticos como o proposto no presente trabalho,
em que sua utilizacdo se dara no ninho de espuma, a investigacao da colonizagao e na mudanga
do microbioma na pele da prole e individuos adultos. Contudo, é importante ressaltar que as
tentativas até entdo estabelecidas de desenvolvimento de probidticos, possuem dificuldades em
relacdo a sua utilizagdo na natureza, uma vez que coletar individuos da natureza e banhé-los

com os probioticos se torna inviavel em termos praticos.

Nesse aspecto, tentativas de efetuar uma transmissdo horizontal desses probiodticos
desde a prole podem se mostrar promissoras (REBOLLAR et al., 2016b), sendo uma estratégia
inovadora. O desenvolvimento desses probidticos precisam, no entanto, de um processo de
validacao, passando desde a confirmacao da sua capacidade inibidora, avalia¢ao do seu impacto
no microbioma do ninho de espuma, em diferentes condi¢cdes experimentais além de sua
capacidade de colonizar a pele de girinos e persistir em adultos, garantindo assim a prote¢ao
contra o patogeno. Com isso, o presente trabalho se trata, portanto, de uma primeira tentativa
de utilizacao de probidticos em ninhos de espuma visando no futuro a sua aplicagdo in situ.
Contribuindo, portanto, para uma nova perspectiva no desenvolvimento de probidticos anti-Bd

e sua utilizagdo na natureza.
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7 CONCLUSAO

Através do sequenciamento genomico de trés isolados selecionados e utilizagdo de
genes housekeeping foi possivel identificar trés cepas de Pseudomonas. A anélise do genoma
possibilitou detectar a presenga de genes relacionados a atividade antifingica, sendo o isolado
Pseudomonas putida P119 escolhido para técnica de bioaumentagdo em ninho de espuma. Com
a adicdo da bactéria, vimos que as mudancas na alfa e beta diversidade das comunidades foram
discretas, sugerindo que a adi¢ao desse isolado nas propor¢des utilizadas nao foi capaz de gerar
grandes mudangas na estrutura do bacterioma do ninho de espuma, sendo essa uma
caracteristica promissora para uma potencial utilizacdo in silico como probidtico. De forma
geral, o tempo exerceu um maior impacto na estrutura das comunidades bacterianas, sendo
responsavel pelas maiores mudangas. Levando em consideracdo as analises de redes foi
destacado a importancia da dinamica temporal e da adi¢ao de Pseudomonas putida P119 na
evolucdo das redes microbianas, fornecendo um entendimento inicial de possiveis mudancas
nessas comunidades microbianas ao longo do tempo e em resposta a tratamentos especificos,
como foi a adicdo do probidtico. Dessa forma, por ndo ter impactado fortemente e
negativamente na estrutura e dindmicas da comunidade bacteriana do ninho de espuma de L.
vastus, consideramos o isolado Pseudomonas putida P119, como um candidato promissor para

uma possivel utiliza¢do na natureza em ninhos de espuma, visando o combate a quitridiomicose.
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