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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi identificar a microbiota digestiva do mexilhdo-dourado
(Limnoperna fortunei) para detectar a presenca de microrganismos oriundos de efluentes e
possivelmente nocivos a saide humana e a de peixes, identificar a microbiota digestiva deste
invasor e caracterizar a sua estrutura em diferentes estacdes do ano. As amostragens de L.
fortunei foram coletadas em cinco reservatorios de usinas hidrelétricas (UHE), localizadas na
regido do alto rio Uruguai, Santa Catarina, Brasil. Em cada um dos reservatorios foram
amostrados trés pontos, para cada ponto 15 mexilhdes foram submetidos a biometria e
armazenados em caixas térmicas refrigerada (4,0 °C). Posteriormente, cada mexilhao foi aberto
assepticamente com auxilio de um bisturi esterilizado para retirada do diverticulo digestivo e
de por¢des do intestino, identificado e armazenado individualmente em microtubos livres de
RNAse e DNAse e preservados a -20 °C. Apds a extracdo DNA das bactérias presentes no
material coleado, as amostras foram submetidas ao Sequenciamento de Alto Rendimento (SAR)
e analises de metagendmica. As analises do SAR revelaram que o L. fortunei presente nos
reservatorios de UHE do alto Rio Uruguai possuem uma microbiota que se diferencia entre os
pontos coletados, com variagdes de composic¢do do trato digestivo. Os Filos dominantes foram
Proteobacteria, Bacteroidetes e Cyanobacteria, independentemente da estacdo do ano, tendo
sido identificadas 142 Operational Taxonomy Units (OTUs) compartilhadas entre as amostras
do inverno e verao que nao sofreram influéncia do periodo coletado, e que indicaram a formagao
de uma core microbiota.

Palavras-chaves: Aquicultura, Limnoperna fortunei, microbiota digestiva, SAR, core
microbiota.



ABSTRACT

The objective of the present study was to identify the digestive microbiota of the golden
mussel (Limnoperna fortunei) to evaluate the presence of microorganisms from effluents and
that are possibly harmful to human and fish health; to identify the digestive microbiota of this
invasive microorganism and to characterize its structure in different seasons of the year. The
samples of L. fortunei were collected in five reservoirs of hydroelectric plants (UHE), located
in the region of the upper Uruguay River, Santa Catarina, Brazil. In each of the reservoirs,
three points were sampled, for each point 15 mussels were submitted to biometrics and stored
in refrigerated thermal boxes (4.0 °C). Subsequently, each mussel was aseptically opened
with the aid of a sterilized scalpel to remove the digestive diverticulum and portions of the
intestine, identified and stored individually in RNAse and DNAse-free microtubes and
preserved at -20 °C. After DNA extraction from the bacteria present in the collected material,
the samples were submitted to High Throughput Sequencing and metagenomic analysis. The
SAR analyzes revealed that the L. fortunei present in the reservoirs of the UHE of the upper
Rio Uruguai have a microbiota that differs between the collected points, with variations in
the composition of the digestive tract. Furthermore, the dominant phyla were Proteobacteria,
Bacteroidetes and Cyanobacteria, regardless of the season. In addition to the identification of
142 Operational Taxonomy Units (OTUs) shared between winter and summer samples that
were not influenced by the period collected indicated the formation of a microbiota core.

Keywords: Aquaculture, Limnoperna fortunei, digestive microbiota, SAR, core microbiota
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 HISTORICO DA BIOINVASAO AQUATICA NO BRASIL

A introdugdo de espécies exoticas em diversos ecossistemas, principalmente os
aquaticos, ¢ considerada como uma das maiores causas da perda de biodiversidade global (USC,
2017, STACHOWICZ; WHITLATCH; OSMAN, 1999). Este fenomeno, conhecido como
invasao biologica ou bioinvasao (NISC, 2017), ¢ cientificamente reconhecido ha muito tempo
(ELTON, 1958) e tem demonstrado uma real preocupacao da comunidade cientifica brasileira,
pois espécies exoticas introduzidas em ecossistemas naturais aos quais ndo pertenciam &,
geralmente, mediada pela acdo antrdpica e pode afetar tanto a biodiversidade como atividades
econdmicas (CARLTON, 1992; TEIXEIRA et al.,, 2010). Embora haja uma tendéncia de
acréscimo das ocorréncias de bioinvasao em ambientes aquaticos, ndo € possivel afirmar se este
acontecimento se deve ao agravamento do problema ou se apenas reflete resultados obtidos
através de trabalhos cientificos e conscientizacdo (SOUZA et al, 2009).

Apesar da diligéncia existente para gerar informacdes sobre a problematica das
bioinvasdes nas dguas brasileiras, os dados publicados pertencem em sua maioria as invasdes
de organismos aquaticos na América do Norte e Europa, no entanto, paises pertencentes a
Africa, o Oceano Indico, o sudoeste do Oceano Pacifico ¢ a América Latina ainda possuem
relatos escassos (PYSEK et al., 2008). No Brasil, historicamente, a introducdo de organismos
invasores ¢ comum e estd fortemente associada aos avangos tecnoldgicos, sendo dividido em
trés fases: do Descobrimento até o final do século XIX; o século XX; e a partir do século XXI
(SOUZA et al, 2009).

A primeira fase corresponde a época da escraviddao onde os navios que transportavam
os negros trazidos da Africa apresentavam incrustacdes em seus cascos, sendo responsavel pela
introdugdo de espécies marinhas no litoral brasileiro (SOUZA et al, 2009). Trés espécies foram
consideradas introduzidas nesse periodo: o mexilhdo Perna perna (SOUZA et al., 2003;
SOUZA etal., 2004; SOUZA et al., 2005), o vibrido da colera Vibrio cholerae € a ascidia Styela
plicata (RIVERA et al., 2003; SOUZA et al., 2009). A segunda fase ¢ marcada pelos avangos
tecnologicos e econdomicos em todo mundo, havendo uma intensificagdo do comercio maritimo
agravando o transporte de espécies exoticas através das aguas de lastros dos navios (SOUZA et
al, 2009). Apos esta fase, as invasdes bioldgicas passaram a ser vista de uma forma mais ampla,
abrangendo conhecimentos relacionados a biologia e biogeografia das espécies, bem como as
relagdes inter e intraespecificas e o monitoramento do ambiente marinho tornando-se

fundamentais para o gerenciamento do problema da bioinvasdo, havendo necessidade de
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investir nos procedimentos de prevencao e controle (SOUZA et al, 2009).

1.2 PROBLEMATICA DOS BIOINVASORES

Mesmo antes das grandes navegagdes, as espécies de plantas e animais ja estavam
naturalmente se expandindo e/ou regredindo sua distribuicdo. O processo de expansdo da
distribuicdo ¢, de fato, um processo natural que ainda hoje acontece quando barreiras
biogeograficas sdo transpassadas. Tal processo pode acontecer desde em escalas geologicas,
incluindo milhares de anos (ex. glaciagdes e deglaciagdes), até periodos curtos de poucos anos,
dependendo dos eventos em questdo (ex. El Nino). Nos dias de hoje o grande avango
tecnologico alcangado pela civilizagdo proporciona uma aceleragdo em tal processo. Esse
"auxilio" no aumento do transporte de espécies e consequente aumento da distribui¢ao das
mesmas no planeta acontecem de tal forma que centenas de espécies se tornaram
reconhecidamente cosmopolitas, colocando o processo de bioinvasdo dentre os mais
importantes impactos na perda de biodiversidade do planeta (MCKINNEY & LOCKWOQOD,
2005).

Com respeito a bioinvasdes no ambiente aquatico, a pesca recreativa, aquicultura e
aquariofilia sdo, atualmente, as atividades que mais causam introdugdes em aguas continentais.
Introdugdes de espécies oriundas de outras regides resultam em grandes impactos sobre a
biodiversidade dos ecossistemas aquaticos continentais. No caso da fauna e flora de agua doce,
a transposi¢do de espécies de uma bacia hidrografica para outra pode representar uma grande
ameaga, ainda que no mesmo continente. Introdugdes de organismos, principalmente peixes,
tanto de espécies nativas como exoéticas, sdo comuns no Brasil e resultam da falta de informagao
sobre os problemas que a bioinvasdo pode causar. Os peixes amazonicos, por exemplo, estao
entre as espécies mais introduzidas em outras bacias hidrograficas no Brasil, sendo o tucunaré
(Cichla sp.) um dos mais comuns em introdugdes (NASCIMENTO et al., 2001). Agostinho et
al., (2005) relatam que na bacia do rio Parana os piscivoros da Amazodnia sdo os que alcangam
maior sucesso. Gomes et al. 2007, em estudos no Parque Estadual do Rio Doce (PERD),
descreve uma redugdo da biodiversidade resultante do aumento de biomassa de peixes
introduzidos na Lagoa da Carioca. Do mesmo modo, Godinho et al. 1993, em estudo mais geral
do problema da bioinvasao no PERD nos ultimos 50 anos, demonstra que a riqueza de espécies
de peixes vem declinando em todos os lagos do parque em que houve introducdo de espécies.
De maneira semelhante, no ambiente marinho, nota-se que, embora tenha havido um aumento
na diversidade estrutural e funcional causado pelas espécies ndo-nativas e mediado pela

interven¢do humana (fato que vem sendo tratado na literatura como xenodiversidade, xenos gr.
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alienigena, estrangeiro), ¢ possivel observar, também, que a composicdo da biota de todo o
mundo tem ficado mais similar, ou seja, a disseminagdo de espécies promove o fendmeno
chamado de "homogeneizagdo antropogénica".

O estudo da biogeografia, por outro lado, tem sido importante no entendimento de
como uma espécie exotica ¢ detectada ou se estabelece num novo ambiente, incluindo quais os
fatores que possibilitam sua expansdo, além de quais fatores podem levar as mesmas a uma
possivel extingcao (BRIGGS, 2007). Portanto, baseado nos padrdes de distribui¢ao geografica ¢
possivel definir que espécies seriam, a primeira vista, exoticas. De fato, estudos recentes
demonstram que a distribuicdo atual de varias espécies nativas ¢ nada mais que o produto de
varios eventos passados de invasdo (SOUZA et al, 2009). As barreiras ecoldgicas ou fisicas se
modificam de acordo com as configuracdes dos oceanos e continentes através de barreiras
ocasionadas pelo tempo geoldgico, limitando, assim, a distribuicdo das espécies e permitindo
as diferentes formas de dispersdo simultaneamente (SOUZA et al, 2009).

A dispersdo de espécies invasoras estd ameacga a biodiversidade, criando desafios
extensos ao bem-estar das populagcdes humanas. Embora a problemaética seja de carater mundial,
a natureza e a severidade dos impactos sobre a sociedade, a economia e a saide variam entre
diferentes paises e regides. Podemos citar a diminui¢do de producdo de espécies de cultivo,
aumento, aumentam o0s custos referente a ao manejo e reduzem o suprimento de agua
degradando ecossistemas e ambientes de agua potavel (SOUZA et al, 2009). O descarte de
aguas de lastro de navio que introduz diversos tipos de organismo, como virus e bactérias, que
causam ampla degradagdo tanto de sistemas dulcicolas como maritimos, a introducdo de
organismos que ocasionam enfermidades, levando a morte ou incapacitam milhdes de pessoas
a cada ano, com profundas implicacdes sociais € econdmicas. A interacdo entre patdgeno,
homem e a economia ¢ complexo e depende da influéncia e intensidade da doenca, as
populagdes afetadas e as suscetiveis, o padrao de instalacdes do homem e o seu nivel de
escolaridade (SOUZA et al, 2009).

Além dos custos diretos que estdo associados ao manejo de invasoras, os custos
econdmicos também incluem as consequéncias ambientais indiretas das invasdes e outros
valores que ndo integram o mercado. Por exemplo, espécies invasoras podem provocar
disturbios no ciclo hidrolégico, determinando a necessidade de servi¢os que incluem o controle
de cheias e suprimento de agua, a assimilacdo de dejetos, a ciclagem de nutrientes, a
conservagdo e regeneracdo de ambientes etc. Tais servigos t€ém tanto valor atual quanto valor

potencial no futuro (GISP, 2005).
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1.3 BIOINVASAO DO Limnoperna fortunei

As constantes alteragdes ambientais (deliberadas ou acidentais) provocadas pela
dispersdo humana acarretam uma série de modificagdes na composicao das populacdes
originais. Espécies vegetais, animais e de outros grupos tém sido, cada vez mais, introduzidas
e disseminadas pelo homem. Muitas destas espécies se tornam invasoras, multiplicando-se a tal
ponto de causarem grandes transtornos ambientais, econdmicos ou mesmo Sociais
(GOLLASCH, 2002).

Limnoperna fortunei (Dunker 1857), vulgarmente conhecido como mexilhdo-dourado,
¢ um molusco bivalve Mytilidae, da mesma familia dos mexilhdes marinhos. A espécie € nativa
de rios e arroios chineses e do sudeste asiatico e, apenas recentemente, através da dgua de lastro
de navios aportou na América do Sul, onde chegou em 1991 (DARRIGRAN & ESCURRA DE
DRAGO, 2000).

Desde entdo, a espécie expandiu sua distribui¢do rapidamente para as porgdes
superiores da Bacia do rio Parand, invadindo principalmente os grandes rios, numa velocidade
de cerca de 240 km/ano (DARRIGRAN, 2002). L. fortunei atingiu o rio Paraguai em 1997/98,
alcangando a regido de Corumbé em 2000. Neste mesmo ano, sua presenca foi reportada na
Usina de Itaipu (ZANELLA & MARENDA, 2002) e em 2002, em usinas hidrelétricas a jusante
do Rio Parand, em Sao Paulo (OLIVEIRA et al., 2004).

A dispersdo de uma espécie invasora como o mexilhdo-dourado L. fortunei é bastante
facilitada pelas suas caracteristicas bioldgicas, principalmente a existéncia de uma fase larval
planctonica e da capacidade de incrustacdo dos individuos jovens e adultos. Assim, a dispersao
ocorre através da movimentacao da dgua e ¢ facilitada pela integracao entre corpos hidricos de
diferentes sistemas (LODGE et al. 1998).

A invasdo e colonizagdo de varios ambientes por L. fortunei ja ¢ um fato consumado
nos estados que fazem limite com as bacias dos rios Parand, Paraguai e Uruguai. No estado de
Sao Paulo, sua presenca foi reportada em muitas hidrelétricas que utilizam agua do rio Parana
nas UHE Ilha Solteira, Porto Primavera e Jupid (Oliveira et al., 2004) e do Paranapanema, na
UHE Rosana (AVELAR et al. 2004). Entretanto, no estado do Parand o levantamento de
informagdes sobre a presenga da espécie quase ndo existe, limitando-se a raros registros
(ZANELLA & MARENDA, 2002; TAKEDA et al. 2003a). Belz et al. (2005) realizaram a
prospeccao em diversos reservatorios do estado e a presenca do mexilhdo nao foi detectada em
nenhum deles. O mexilhdo-dourado Limnoperna fortunei ¢ uma espécie invasora de rios e
estuarios chineses. Em 1965, foi introduzido em Hong Kong, e por volta de 1990 em Taiwan,

Japao e Argentina, neste ultimo caso muito provavelmente através do estuario do Rio da Prata
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via dgua de lastro de navios (PASTORINO et al., 1993; RICCIARDI, 1998; ITO, 2015). Este
mexilhdo se espalhou por cinco paises da América do Sul (Argentina, Uruguai, Brasil, Paraguai
e Bolivia) atingindo densidades de cerca de 200.000 individuos m*> (BOLTOVSKOY et al.,
2006). Varios relatdrios sugeriram que L. fortunei pode se espalhar para a Europa e América do
Norte em um futuro proximo (RICCIARDI, 1998; BOLTOVSKOY et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2010, 2015).

1.4 IMPACTOS OCASIONADO PELO Limnoperna fortunei

Os Impactos ambientais ocasionados pela invasdo do mexilhdo-dourado foram
relatadas na literatura sobre diferentes componentes que integram o ecossistema de agua doce
relacionados a fatores bidticos e abidtico. Dentre esses fatores, pode-se destacar os habitats
aquaticos que, quando apresenta grandes quantidades de larvas, sofrem alteragdo na
transparéncia da coluna da 4dgua devido a acentuada capacidade de filtragdo dos organismos
adultos, além da sua aglomeragdo em substratos duros contribuindo para modificacdo das
estruturas, bem como a qualidade do ambiente devido a liberacdo excessiva de pseudofezes
(UHDE et al., 2012, BOLTOVSKOY et al., 2015b; KARATAYEV et al., 2015).

O actimulo de nutrientes ocasionados pelas pseudofezes do L. fortunei afeta, mesmo
que indiretamente, a comunidade de macrofitas aquaticas e Perifiton, devido as alteragdes
ocasionadas na qualidade da agua (KARATAYEV etal., 2015). Conforme relatado por Mansur
et al., 2003, os rizomas do junco (Scirpus californicus) presente no Lago Guaiba, municipio de
porto Alegre (RS), foram afetados pelo acimulo de mexilhdo-dourado fixados na base das
plantas, bem como pelas pseudofezes, que culminaram no apodrecimento dos rizomas por falta
de oxigenagao.

Outra comunidade afetada diretamente pelas altas densidades do mexilhdo-dourado
sdo os organismos planctonicos (fitoplancton e zooplancton) dispersos no ambiente aquatico,
que sofrem decréscimo, modificando a composicdo e produtividade do ambiente
(KARATAYEYV et al., 2015). Frau et al. (2016) relatam que o fato de o mexilhdo-dourado se
alimentar tanto do zooplancton quanto do fitoplancton, simultaneamente, ndo diminui o
impacto na estrutura da comunidade de fitoplancton, considerando que a presenca de
zooplancton nao tem efeito sobre a escolha da maioria dos grupos de fitoplancton.

A fauna bentdnica também ¢ afetada pela presenca do L. fortunei, devido ao aumento
da densidade e diversidade de organismo presente na comunidade bentdnica marginal
(KARATAYEV et al,, 2015). Diversos registros literarios reunidos por Sylvester e Sardina

(2015) demonstraram os efeitos do mexilhdo-dourado sobre a biomassa, abundancia e riqueza
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de organismos zoobentdnicos, com: aumento da abundancia de anelideos e de larvas de insetos;
aumento da abundancia e biomassa de Hydrozoa, Turbellaria, Tardigrada, de moluscos
Gastropoda, microcrustaceos e acaros aquaticos € o aumento da abundancia, biomassa e riqueza
de anclideos e microcrustaceos. Os efeitos sobre a redug¢do de abundancia ¢ biomassa de
moluscos Gastropoda e quanto a abundancia e riqueza de moluscos bivalves nativos de agua
doce (4nodontites, Diplodon e Corbicula), também foram relatos pelos mesmos autores.

As incrustagdes ocasionadas pelo mexilhdo-dourado sobre conchas da comunidade
local afetam a estrutura e a composi¢ao de organismos, sendo uma das ameagas a conservagao
de algumas espécies, como bivalves (Leila blainvilliana, Diplodon deceptus, Diplodon hildae
e Diplodon koseritzi) e o gastropode (Pomacea canaliculata) (MANSUR et al., 1999, 2003;
SANTOS et al., 2012a).

Estudos realizados através de experimentos laboratoriais e dados coletados a nivel de
campo, revelaram que fatores abidticos, como a qualidade da dgua, sdo afetadas pela populacao
do mexilhdo-dourado, que através da filtragdo diminuindo as concentra¢des de matéria organica
particulada na coluna d’4gua, aumento da transparéncia da 4dgua, diminui¢do do séston, do
fitoplancton e da produtividade primaria e aumenta as concentracdes de amonia, nitrato e
fosfato, ocasionando aumento da relagdo fosforo/nitrogénio, (BOLTOVSKOY et al., 2015b;
KARATAYEV et al., 2015)

Os impactos de ordem econdmica afetam, sobretudo o setor elétrico, por meio da
danificacdo de equipamentos e reducdo de eficiéncia da geracdo de energia (IBAMA, 2017).
Os danos estruturais aos equipamentos de resfriamento, grades, filtros, bombas, tubulacdes,
bastidores, grelhas, telas, tanques de armazenamento, pogos de bomba, tineis de entrada de
agua, instrumentacao de monitoramento submersa, medidores de nivel e pareddes de concreto
sao devastadores (SANTOS et al., 2012; DARRIGRAN & DAMBORENEA, 1999,
BOLTOVSKOY et al., 2015c).

Apos a invasdao do mexilhao-dourado, foram adotadas metodologias para a reparagao
das turbinas, para isto, fez-se necessario a paralizacio da mesma para que fosse feita a
manutencdo na usina hidrelétrica de Itaipu, gerando custos diarios de US$ 1 milhdo
(COLLYER, 2007). Os danos causados em uma usina hidrelétrica de 120 MW, com trés
unidades geradoras, pode ter custos diarios de R$ 40.000,00 devido a parada de maquinas,
somado aos custos para manuteng¢dao dos equipamentos e remocao das incrustagdes (NETTO,
2011).

Os setores de captagdo, tratamento e distribuicdo de dgua também enfrenam a

problematica com o entupimento de valvulas, bombas e grades, que afetam diretamente a
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distribuicdo de agua para as estagdes de tratamento, além de gerarem residuo organico
ocasionado pela morte do mexilhdo-dourado durante o tratamento da agua (MANSUR et al.,
2003).

Atividades relacionadas a aquicultura e a pesca sao afetadas economicamente pelo
molusco, devido ao acimulo do mexilhdo-dourado nos tanques-rede e demais superficies
ocasionam a deterioragdo do material, da qualidade da 4gua, mortandade de peixes e diminui¢ao
da vida 1util dos equipamentos, prejudicando empreendimentos aquicolas (OLIVEIRA et al.,
2014). Na pesca, o mexilhao-dourado causou a diminui¢ao do junco (Juncaceae), que constitui

um bergario para as espécies de peixes locais (Moraes, 2012).

1.5 METODOS DE CONTROLE

O controle populacional do mexilhdo-dourado ¢ focado principalmente em instalagdes
industriais (DARRIGRAN ¢ DAMBORENEA, 2009). Alguns métodos de controle do
mexilhdo-dourado estdo sendo empregadas em paises da Europa, Estados Unidos da América,
Canada, China, entre outros, como: o controle fisico feito por meio de remog¢ao mecanica,
através da raspagem ou por bombas de alta pressdo (OLIVEIRA et al., 2014); ondas sonoras,
radiagdo UV, utilizagdo de campo magnético para inibir o assentamento de larvas de mexilhao
(CLAUDI; OLIVEIRA, 2015a); corrente elétrica para imobilizagdo de larvas em condicdes de
fluxo (KATSUYAMA et al.,2005) e turbuléncia criada pela passagem de agua por placas
perfuradas (XU et al., 2013). Além dos métodos de controle quimicos utilizando revestimentos
anti-incrustantes (BERGMANN et al., 2010a, 2010b); sem biocidas e o com a utilizacao de
revestimentos contendo biopesticidas e os ajustes de pH utilizando Hidréxido de Sodio
(BERGMANN et al 2010a, 2010b; ZURITA, 2012).

Outras estratégias vém sendo adotadas para o controle de pragas bioinvasoras como
esses moluscos. Dentre elas pode-se destacar a utilizagdo de microrganismos vivos que sao
capazes de produzir diversas substincias naturais incluindo antibidticos e enzimas para
aplicagoes industriais e biopesticidas (MOLLOY et al. 2013). O uso de produtos oriundos dos
metabolicos microbianos também tem um registro claro de sucesso comercial e seguranga
ambiental, no controle de pragas de invertebrados na América do Norte e mundialmente
(RODGERS, 1993). No Brasil, ndo existem experiéncias de campo tampouco produtos

registrados para o controle biologico do mexilhdo-dourado.
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1.6 PROSPECCAO DE MICRORGANISMOS DE INTERESSE COMERCIAL

1.6.1 Interesse ambiental

O crescimento industrial nos mais diversos ambitos tem gerado grande quantidade de
residuos, denotando um problema, principalmente, ambiental. Com o propdsito de reduzir esses
impactos ambientais, muitas espécies microbianas tém sido alvo de investigacdes e utilizadas
em processos industriais. O interesse por esses organismos deve-se a capacidade dos mesmos
de permitir a produgdo de moléculas com caracteristicas quimicas especificas em altas
concentragdes, tornando o campo da bioprospecgao promissor (OLIVEIRA et al., 2006).

Por ser considerado fonte de enzimas, os microrganismos sao de grande interesse no
uso industrial e segundo Zimmer et al. (2009), caracteristicas enzimaticas como a grande
quantidade de produto em um tempo relativamente curto, independéncia ambiental e gasto
reduzido no uso de matéria prima sdo atrativas para a industria. Setores industriais como a
produgdo de detergentes, bebidas, alimentos e de ragdo sdo grandes consumidoras de enzimas
(MOURA et al., 2021). A exemplo desses microrganismos estdo os polihidroxialcanoatos, sdo
bioplasticos que podem ser produzidos utilizando matérias-primas renovaveis ou residuais
industriais (REIS et al., 2021; MARGARIDO et al., 2021), como solu¢do para produtos de
origem petroquimicos nao degradaveis, que normalmente poluem os corpos hidricos marinho e
de 4gua doce.

Produtos industriais que consigam controlar pragas como o caso do mexilhdo-dourado
ainda ndo sdo datados, no entanto, segundo Pereira (2014) e o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (2020), as informagdes a esse respeito ainda
estdo a nivel de bioensaio. Nesse patamar, foram avaliadas formulagdes comerciais de agentes
microbianos como Tobac® contendo Bacillus thuringiensis sv israelenses sorotipo H-14,
Vectobac® com Bacillus thuringiensis sv israelensis, e Vectolex® utilizando ativos de Bacillus
sphaericus.

Enquanto na aquicultura, microrganismos como as bactérias nitrificantes sdo capazes
de auxiliar em problemas como a alta taxa de renovacao de agua, pois a dgua do cultivo € rica
em bases nitrogenadas como amoénia, que em determinada concentragdo € toxica para os
animais de cultivo (QUEIROZ; BOEIRA, 2007) e o uso de bactérias nitrificantes, permite
maior tempo de uso da agua, logo, sem a necessidade de renovar grande quantidade de agua e
consequentemente reduz o nivel de efluentes que seria descarregado no meio ambiente
(ANDRADE et al., 2010). Sabendo dessas condicdes, a industria dispde no mercado produtos

como iniciadores de bactérias. Um processo bastante conhecido quando os microrganismos sao
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utilizados para diminuir a carga poluentes ambientais ¢ a biorremediagao.

1.6.2 Biorremediacio

A biorremediagdo ¢ um processo no qual sdo utilizados organismos vivos como
plantas, microrganismos e suas enzimas, objetivando controlar ou remediar os contaminantes
ambientais (PEREIRA; FREITAS, 2012; LACERDA; NAVONI; AMARAL, 2019), para tanto,
esses organismos podem degradar metabolicamente os poluentes e transforma-los em
substancias com baixa ou nenhuma toxicidade (PEREIRA; FREITAS, 2012), reduzindo dessa
forma, a concentracdo destes em ambientes como o terrestre e aquatico (MALLMANN et al.,
2019).

Alguns desses organismos com poder de biorremediagdo sdo as bactérias, fungos
filamentosos e as leveduras (CARNEIRO; GARIGLIO, 2010), que em sua maioria estdo
atrelados na biorremediagdo de metais pesados provenientes de efluentes industriais. A
exemplos desses organismos encontram-se a levedura Saccaromyces cereviseae € 0s géneros
Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Saccaromyces e Trichoderma (KUREK;
CZOBAN; BOLLAG, 1982; GADD; WHITE, 1989) e os géneros de bactéria Acidovorans,
Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, Arthrobacter, Beijemickia, Bacillus,
Comomonas, Corynebacterium, Cycloclasticus, Flavobacterium, Gordonia, Microbacterium,
Moraxella, Mycobacterium, Micrococcus, Neptunomonas, Nocardia, Paracoccus, Pasteurella,
(MANDRI; LIN, 2007).

O sucesso do processo de biorremediagdo esta associado quanto a natureza do mesmo,
podendo ser in situ e ex situ (quando a biorremediacdo pode ser realizada no mesmo local e
quando hé a necessidade do transporte do matéria contaminado para o local de tratamento,
respectivamente) (MARIANO, 2006; LACERDA; NAVONI; AMARAL, 2019) e também esta
atrelado a compreensdo das variaveis ambientais, como pH, temperatura, oxigénio, umidade
que possam permitir o crescimento do microrganismo e da atividade microbiana (ROSA;
TRIGUIS, 2006; MENEGHETTI, 2007).

Outros organismos também vém ganhando espaco no cenario da biorremediagao, tais
como moluscos bivalves, pois sdo conhecidos por sua capacidade de filtragdo e bioacumulagao
e com isso, sao grandes indicadores de qualidade ambiental (LIMA; BENEDITTO; FRANCO,
2022). Esses moluscos podem, ainda, postular como biorremediadores, na aquicultura, pois de
acordo com Pereira (2007), moluscos como as ostras possuem a capacidade de acelerar a
biodegradacdo de compostos organicos, pois podem filtrar fitoplancton, zooplancton, bactérias

e microalgas. Esse processo de filtracao pode reduzir a carga de nutrientes e consequentemente
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evitar/remediar a eutrofizacdo do ambiente (PEREIRA et al., 2007).

Nos estudos de Modesto et al. (2010), foi observado o efeito da biorremediacao de
Crassostrea rhizophorae no tratamento de efluentes provenientes do cultivo de camarao
marinho, Litopenaeus vannamei. Enquanto que, Jaiswal et al. (2014), isolou 8 culturas
microbianas de um bivalve comestivel e percebeu que a bactéria Staphylococcus arlettae possui
potencial para biorremediacdo por ser resistente a produtos quimicos. Essas pesquisas
demostram que a biorremediacdo ¢ uma solugdo para os impactos ambientais € possui uma
gama de organismos com tal potencial e ainda sdo necessarios mais estudos, além disso, os

microrganismos também podem ser aproveitados em outros requisitos, como o probidtico.

1.6.3 Probidticos

Os microrganismos probidticos sdo aqueles que quando administrado em quantidade
correta proporciona beneficios ao hospedeiro. De forma geral, atuam no intestino, colonizando-
0 ¢ competem com bactérias patogénicas e outros organismos, dessa forma, a proliferacao de
bactérias probiodticas ¢ maior que as bactérias patogénicas, tornando o intestino mais saudavel
e com capacidade potencializada para absorcao de nutrientes (REUTER, 2001; RAMLUCKEN
et al., 2021). No entanto, para que um microrganismo seja considerado probiotico, ele deve
atender requisito, como o citado por Reuter (2001): devem ser capazes de atravessar a barreira
estdomago-duodeno em um estado viavel e se multiplicar no local de destino no intestino e ser
capazes de produzir metabolitos antagénicos contra uma microflora saprofita dominante,
existindo uma competi¢ao.

Os probioticos sempre estiveram presentes na alimentacdo humana, principalmente,
através dos laticinios (PANGHAL et al., 2018; DIEZ-ECHAVE et al., 2021). No entanto, a
utilizagdo desses microrganismos vai além do ambito alimentar humano, permeando como
grande ferramenta na criacao de aves, suinos e na aquicultura (RIBEIRO; COSTA; LOGATO,
2008; VIEIRA; PEREIRA, 2016). A introdugdo desses microrganismos na aquicultura esta
ligada aos gargalos enfrentados por esse setor, principalmente com enfermidades e os
problemas relacionados ao uso indiscriminado de quimioterdpicos e antibidticos como o
aumento da resisténcia de bactérias patogénicas que ndo respondem ao tratamento convencional
(ELALA; RAGAA, 2015; HINDU et al., 2019). Para Pandiyan et al. (2013), a utilizagao de
probioticos na aquicultura ¢ uma pratica importante para prevencao de doengas.

No entanto, os microrganismos usados como probidticos na aquicultura além de
exercer boa atividade microbiana, devem ser seguros ndo apenas para o animal de cultivo, mas

também para o meio no qual estdo inseridos e também para os seres humanos (SILVA et al.,
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2016). As bactérias probidticas mais utilizadas na aquicultura sdo as bactérias acido-laticas,
Lactobacillus plantarum, Bacillus subitilis, Lactobacillus sp. (JATOBA et al., 2008;
AZEVEDO et al., 2016)

De acordo com La-Fuente; Miranda; Faundez (2015), apesar de poucos estudos sobre
a infeccdo de larvas e juvenis de moluscos por bactérias patogénicas no cultivo, quando
confirmada a infec¢do, causa alto nivel de mortalidade. Entre esses organismos patogénicos
estdo Vibrio anguillarum, Vibrio splendidus e Vibrio parahaemolyticus (LA-FUENTE;
FAUNDEZ, 2019). Enquanto nos estudos de Gémez-Gil; Roque; Turnbull (2000) e de Lim et
al. (2011) e La-Fuente; Faundez (2019), descrevem que bactérias benéficas atuando como
probidticos contra bactérias patogénicas, exercem atividade inibidora de patdgenos e melhoram

a condicao nutricional de moluscos de cultivo.

1.7 METODOS INDEPENDENTES DE CULTURA: Sequenciamento de Alto Rendimento
(SAR)

Os estudos sobre as populagdes bacterianas que compdem a microbiota de diversos
organismos vém evoluindo com o passar dos anos. Os métodos utilizados para identificar e
quantificar as diferentes populagdes microbianas, que compunham a microbiota animal, eram
dependentes de meios de cultura (CARNEVALI et al., 2006; GHOSH; SINHA; SAHU, 2008;
MERRIFIELD et al., 2009; MERRIFIELD et al., 2011; RINGO et al., 2018). No entanto,
estima-se que somente 0,1 a 10% dos microrganismos que compdem a comunidade microbiana
sejam cultivaveis (HEAD; SAUNDERS; PICKUP, 1998).

Mais recentemente, os estudos tém feito uso do Sequenciamento de Alto Rendimento
(HTS - high-throughput sequencing) para tragar o perfil da microbiota intestinal através da
construcdo de extensas bibliotecas de genes, permitindo assim maior conhecimento sobre a
mesma (ZHOU et al., 2014).

Conhecer detalhadamente a microbiota de organismos aquaticos, os diferentes grupos
que a compdem, compreender sua composicao filogenética e seu potencial metabdlico, ¢
fundamental para compreender as necessidades metabolicas dos animais (GHANBARI;
KNEIFEL; DOMIG, 2015).

A reducdo no custo e no tempo de execucdo desta analise, o desenvolvimento de
maquinas de sequenciamento cada vez mais eficientes e o uso de novas metodologias de
bioinformatica, estdo tornando o uso desta ferramenta mais frequente no preenchimento da
lacuna taxondmica existente e na compreensao do perfil funcional dos grupos bacterianos que

formam a microbiota (GHANBARI; KNEIFEL; DOMIG, 2015). A anélise metagendmica, com
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as suas subdivisdes: metatranscriptomica (analise dos genes transcritos), metaprotedmica
(andlise das proteinas expressas pelos diferentes grupos bacterianos) e metaboldmica (analise
dos metabolitos produzidos pelos distintos grupos bacterianos); auxiliam na compreensao da
relagdo entre microbiota e fungdes fisioldgicas dos hospedeiros (GHANBARI; KNEIFEL;
DOMIG, 2015).

Com a utilizacdo da técnica HTS, conceitos da ecologia, como: riqueza, abundancia e
diversidade, vém sendo aplicados no estudo da microbiota intestinal de diversas espécies
aquicolas. O estudo da riqueza populacional fornece a quantidade de espécies ou taxons
diferentes que compdem a microbiota intestinal. O indice Chaol ¢ um estimador de riqueza que
estima o numero real de tdxons da microbiota levando em consideragdo também as espécies
raras compartilhadas entre grupos de amostras (COLWELL; CODDINGTON, 1994). A
abundancia fornece a quantidade de unidades taxondmicas pertencentes a um determinado
grupo. Através de um grafico de colunas colorido, consegue-se observar claramente a
porcentagem de determinado tdxon dentro da microbiota intestinal. O indice que a representa ¢
denominado unidade taxondmica organizacional, do inglés Operational Yaxonomic Unit
(OTU). J& a diversidade, seria a combinacdo da quantidade de espécies (riqueza) e suas
abundéancias relativas. Um dos indices que a representa ¢ o Shannon-Wiener que assume que
0s microrganismos seriam coletados aleatoriamente de uma grande e infinita populagao, e que

todas as espécies estariam representadas em uma unica amostra (DIAS, 2004).

1.8 OBJETIVOS

1.8.1 Objetivo Geral
Caracterizar a microbiota digestiva do mexilhdo-dourado Limnoperna fortunei

presente na regido do alto rio Uruguai (Santa Catarina, Brasil).

1.8.2 Objetivos Especificos
e Caracterizar o microbiota presente no L. fortunei encontrado em diferentes reservatorios
de usinas hidrelétricas do estado de Santa Catarina através de analise metagenoma pelo
Sequenciamento de Alto Rendimento;
e Identificar na microbiota digestiva do L. fortunei a presenca de microrganismos
possivelmente nocivos a satide humana e a de peixes;
¢ Identificar a microbiota digestiva deste invasor e caracterizar a sua estrutura em diferentes

estacoes do ano.
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1.9 ESTRUTURA DO TRABALHO
A tese possui dois artigos que serdo submetidos a revista Science of the Total

Environment.
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2 ARTIGOS

2.1 ARTIGO 1
Analise da diversidade microbiana no molusco invasor Limnoperna fortunei (Dunker,

1857) em diferentes reservatorios catarinenses, Sul do Brasil

Tamiris Henrique Ferreira!, Lavia Souza S4!, Paula Brando de Mederios!, Kennya Addam’,
Bruno da Silva Pierri!, Jaco Joaquim Mattos?, Alex Pires de Oliveira Nuner , Grasiela Fagundes

Minatto Cardoso?, Mauricio Laterca Martins', José Luiz Pedreira Mourifio'

' AQUOS - Sanidade de Organismos Aquaticos, Departamento de Aquicultura, Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), Rod. Admar Gonzaga 1346, 88040-900, Florianopolis, SC,
Brasil.

2 LABCAI - Laboratério de Biomarcadores de Contaminacio Aquéitica e Imunoquimica,
Departamento de Aquicultura, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Rod. Admar
Gonzaga 1346, 88040-900, Floriandpolis, SC, Brasil.

3 LAPAD - Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce, Departamento de
Aquicultura Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC, Rodovia Francisco Thomaz dos
Santos, 3532, CEP 88066-260, Floriandpolis, SC, Brasil

* Engie Brasil Energia S/A, Rua Paschoal Apostolo Pitsica, 5064, 88025-255, Floriandpolis,
SC, Brasil.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi identificar a microbiota digestiva do mexilhdo-dourado
(Limnoperna fortunei) para detectar a presenga de microrganismos oriundos de efluentes e
possivelmente nocivos a saide humana e a de peixes. As amostragens de L. fortunei foram em
cinco reservatorios de usinas hidrelétricas (UHE), localizadas na regido do alto rio Uruguai,
Santa Catarina, Brasil. Em cada um dos reservatorios foram amostrados trés pontos, para cada
ponto 15 mexilhdes foram submetidos a biometria e armazenados em caixas térmicas
refrigerada (4,0 °C). Posteriormente, cada mexilhdo foi aberto assepticamente com auxilio de
um bisturi esterilizado para retirada do diverticulo digestivo e de por¢des do intestino,
identificado e armazenado individualmente em microtubos e preservados a -20 °C. Apds a
extracdo DNA das bactérias presentes no material coleado, as amostras foram submetidas ao
Sequenciamento de Alto Rendimento e andlises de metagendmica. As andlises de
sequenciamento revelaram a presenga de 16 Filos que englobaram 218 géneros e 280 espécies
de bactérias presentes no trato digestivo do mexilhdo-dourado. Foi possivel concluir que o L.
fortunei presente nos reservatorios de UHE do alto Rio Uruguai possuem uma microbiota que
se diferencia entre os pontos coletados, com variacdes de composicao do trato digestivo.
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Highlights
. Primeiro relato da utilizando sequenciamento de alto rendimento para
caracterizagdo da microbiota do trato digestivo do mexilhdo-dourado.
. A microbiota digestiva do Limnoperna fortunei indica seu potencial como
bioindicador ambiental.
o Variacdo da microbiota digestiva do mexilhdo-dourado em diferentes

localidades.

2.1.1 Introducao

O mexilhdo-dourado Limnoperna fortunei ¢ um molusco bivalve exético no Brasil, de
origem Asiatica, que possui grande capacidade de reprodugdo, dispersao e fixagdo (IPPOLITI,
2018). Originaria do sul da China (MORTON, 1973; XU, 2015), essa espécie invasora foi
acidentalmente disseminada em vdérios paises do mundo como Camboja, Vietnd, Laos,
Tailandia, Coreia do Sul e Japao (MORTON, 2010; ITO, 2015; XU, 2015). Na América do Sul,
estudos relatam a introdugao da espécie pela Argentina através de aguas de lastros de navios
(DARRIGRAN E MANSUR, 2009; OLIVEIRA et al., 2015), e atualmente L. fortunei esta
distribuido nas principais bacias hidrogréficas brasileiras (HERMES-SILVA et al., 2021).

Os bivalves de maneira geral, alimentam-se de plancton, microrganismos e matéria
organica em suspensao presentes na dgua, por meio de filtragdo (BARNES, 1990), sendo que a
taxa de filtracdo do mexilhdo-dourado estd entre as mais altas registradas para bivalves
(SYLVESTER ET AL., 2006). A espécie apresenta resisténcia a metais pesados,
organoclorados e toxinas, € pode facilmente acumular esses compostos, causando a
biomagnificagdo na cadeia alimentar (DARRIGAN; COPPOLA, 1994), bem como das
bactérias presentes na agua.

As infeccdes bacterianas estdo entre as principais doengas transmitidas pela dgua e
pelo pescado (MADIGAN et al., 2016), sendo que os métodos convencionais para a deteccao
de bactérias dependem do cultivo em meios solidos com composi¢do que favorega o
crescimento de um microrganismo especifico (BAI et al., 2010). Esses métodos sao baratos e
permitem a avaliacdo qualitativa e quantitativa de microrganismos, porém sdo demorados e
estima-se que somente 0,1 a 10% dos microrganismos que compdem a comunidade microbiana
sejam cultivaveis ou meio dependente (HEAD; SAUNDERS; PICKUP, 1998; FENG, 2001).

Em contraste aos métodos meio dependentes, os baseados na técnica com o método
baseado em cultura de Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ o mais rapido, sensivel,

especifico e amplamente utilizado na deteccdo de bactérias, o que tem possibilitado o
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aprimoramento dos estudos das comunidades bacterianas presentes em organismos, através do
mapeamento completo da comunidade bacteriana (POSTOLLEC et al., 2011). O método
independente de cultura conhecido como Sequenciamento de Alto Rendimento (SAR)
revolucionou a microbiologia por meio do desenvolvimento de novas tecnologias, que permitiu
o sequenciamento do perfil microbiano a partir da amplificagdo do gene 16 S do acido
ribonucleico (RNA) ribossomal (SOLIERI et al., 2013; MAYO et al., 2014).

O SAR ¢ uma ferramenta valiosa para a triagem de uma ampla variedade de bactérias,
incluindo as patogénicas ¢ as de origem fecal, podendo ser aplicada em uma etapa inicial para
identificar o risco a saude humana e priorizar locais para avalia¢ao adicional com métodos mais
especificos (VADDE et al., 2019).

Portanto, a fim de se ampliar o conhecimento da comunidade bacterina presente em L.
fortunei, o objetivo do presente estudo foi identificar a microbiota digestiva deste invasor em
diferentes reservatérios de usinas hidrelétricas, na regido do alto Rio Uruguai, bem como, a

presenga de microrganismos possivelmente nocivos a saude humana e a de peixes.

2.1.2 Material e Métodos

2.1.2.1 Local de coleta

As amostragens de L. fortunei foram realizadas em cinco reservatorios de usinas
hidrelétricas (UHE) localizadas na regido do alto rio Uruguai (Santa Catarina, Brasil). Em cada
um dos reservatorios foram amostrados trés pontos: CN1, CN2 e CN3 no reservatorio da UHE
Campos Novos, BG1, BG2 e BG3 no reservatorio de UHE Barra Grande, MA1, MA2 e MA3
no reservatorio de UHE Machadinho, IT1, IT2 e IT3 no reservatorio de UHE Ita, e FC1, FC2 e
FC3 no reservatorio da UHE Foz do Chapecd. Entretanto, algumas amostras falharam nas
verificacdes de qualidade e desconsideramos as dos pontos CN1, CN3, IT1 e FC1 pois nao

puderam ser analisadas (Tabela suplementar e 1 Figura 4).

2.1.2.2 Armazenamento e Preparo das Amostras

Mexilhoes adultos, com comprimento médio de 2,92 + 0,12 cm (Tabela 1), foram
coletados nas margens de cada ponto amostral em profundidades de at¢ 1,0 m, em
setembro/2019.

Foram coletados 15 mexilhdes para cada ponto, que foram submetidos a biometria e
armazenados em caixas térmicas refrigerada (4,0 °C). Posteriormente, cada mexilhao foi aberto

assepticamente com auxilio de um bisturi esterilizado para retirada do diverticulo digestivo e



31

de por¢des do intestino de L. fortunei. Esse material foi identificado e armazenado
individualmente em microtubos livres de 4cidos ribonucleicos (RNAse) e acidos
desoxirribonucleicos (DNAse), que foram preservados a -20 °C e transportados para o
Laboratorio de Sanidade de Organismos Aquaticos (AQUOS), da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC).

Durante as coletas foram aferidos os parametros de qualidade de 4gua, incluindo

temperatura, pH e a concentragdo de oxigénio dissolvido em cada ponto de coleta (Tabela 1).

Tabela 1 - Comprimento dos mexilhdes-dourados (Limnoperna fortunei) ¢ temperatura (°C), pH e
concentragdo de oxigénio dissolvido (mg 1), amostrados nos diferentes pontos de coleta dos
reservatorios de usinas hidrelétricas do alto Rio Uruguai (CN= Campos Novos. BG= Barra Grande.
MA= Machadinho. It= Ita. FC= Foz do Chapecd).

Ponto de Comprimento Temperatura O?qgem.o
coleta (cm)* C) pH DlSSOl_\llldO
(mg L)
CN2 2,63 +0,28 18,7 6,75 9,00
BGl1 2,90 +0,45 17,5 6,69 8,30
BG2 3,10+ 0,45 17,5 6,69 8,30
BG3 3,00+ 0,45 17,5 6,69 8,30
MAI 2,92+0,19 20,8 6,65 9,25
MA2 2,67+0,16 18,6 6,63 8,74
MA3 2,88 +0,20 19,5 6,64 8,78
IT2 2,84+0,13 22,0 6,77 9,50
IT3 3,32+0,36 21,0 7,15 9,30
FC2 3,17+0,30 18,7 7,05 7,91
FC3 2,73+ 0,34 20,5 7,01 8,91

Fonte: Elaborado pelo autor
*n=15 (média + desvio padrio)

2.1.2.3 Extragdo de DNA

Para extracdo do acido desoxirribonucleico (DNA) das bactérias presentes no material
coleado, foram utilizadas 200 mg da por¢ao que compreendia os diverticulos digestivos e o
intestino dos mexilhdes coletados (pools de cinco mexilhdes para cada ponto de coleta),
utilizando o kit QIAamp® Fast DNA Stool Mini (QIOGEN, Hilden, Alemanha, DE), seguindo-
se as especificagdes do fornecedor. Em seguida, o DNA extraido foi quantificado em
espectrofotometro NanoDrop ™ 1000 (Thermo Scientifc DE, US) e mantidas em concentragao

acima de 100 pg pl ~ 1.

2.1.2.4 Amplificagdo da PCR
ApOs a extragdo do DNA, as amostras foram enviadas a empresa Macrogen® para a

analise metagenomicas. Para tal, foi realizado a amplificacdo da regido do gene 16S do acido
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ribonucleico ribossomal (rRNA) das regides preservadas V3 e V4.

2.1.2.5 Sequenciamento de Alto Rendimento (SAR)

No sequenciamento dos dados utilizou-se a tecnologia //lumina SBS, que marca os
nucleotideos por fluorescéncia quando estes se ligam a fita complementar em cada ciclo. As
sequéncias com ruido foram removidas e as leituras representativas restantes dos clusters foram
agrupadas usando o algoritmo complexos em Operational Taxonomy Units (OTUs), através do
ajuste rapido de comprimento de leituras curtas (FLASH). As leituras foram agrupadas com
100% de identidade (ID) usando CD-HIT-DUP em um unico arquivo. As OTUs foram
coletadas usando um filtro de qualidade para garantir 97% de ID no nivel da espécie. Para o
sequenciamento, foi utilizado o alinhamento minimo de 300 pb e com 100 k de leituras por

amostra. As sequéncias foram analisadas usando o Quantitative Insights Into Microbial Ecology

(QIIME).

2.1.2.6 Analises estatisticas

Foi realizada de acordo com a metodologia de Caporaso et al. 2010, através do
programa QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) onde as UTOs criadas foram
relacionadas aos seus taxons correspondentes através da ferramenta “assign_taxonomy.py”

comparadas com o banco de dados Greengenes (http://giime.org). Para estimar a riqueza e a

diversidade bacteriana nos periodos amostrados, foi feita uma anélise de rarefagdo a, os indices
Cobertura de Sequenciamento, Chaol e Shannon, através da ferramenta “alpha_diversity.py”,
onde foram calculados o indice Cobertura de Sequenciamento, como C =1 - (S /n), onde S ¢ o
numero de OTUs exclusivos e n ¢ o nimero de individuos na amostra, que expressa o quanto a
amostra representa o ambiente, em medida relativa. O indice de diversidade de Shannon, que
leva em consideracdo o numero e a uniformidade da distribuicdo das espécies, o indice de
riqueza Chaol, que direciona a estimativa de riqueza Chaol para uma definicdo de OTU e o
indice Inverse Simpson (H = — Y%, = 1s(pi log2 pi)), onde s é o nimero de OTUs e pi ¢ a
propor¢ao da comunidade representada pela OTU i. O diagrama de Venn foi projetado para

determinar as OTUs bacterianas unicas e aquelas compartilhadas entre diferentes as estacdes

do ano, através do programa InteractiVenn (www.interactivenn.net, HEBERLE et al., 2015).

2.1.3 Resultados
Um total de 573.111 leituras de rRNA 16S bacteriano foram geradas a partir de

amostras do trato digestivos com bibliotecas de sequéncias de tamanho variando de 37.539 a
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70.796 leituras. Com base no nimero total de leituras de OTU foi possivel observar que todas
as amostras apresentaram boa corretora (Tabela 2). Um total de 816 OTUs foram geradas,
variando de 52 a 97 OTUs entre as amostras, conforme indicado pela riqueza de OTU, indices

de Chaol e Shannon (Tabela 2 e Figura suplementar 1B).

Tabela 2: Operational Taxonomy Units (OTU), Chaol, Shannon, Inverse Simpson ¢ Good’s Coverage
estimadas nas amostras dos tratos digestivos de mexilhdes-dourados (Limnoperna fortunei) amostrados
nos diferentes pontos de coleta dos reservatorios de usinas hidrelétricas do alto Rio Uruguai (CN=
Campos Novos. BG= Barra Grande. MA= Machadinho. It= Itd. FC= Foz do Chapec¢).

Amostras gjgj[ OTU Chaol Shannon S{:Z;’;ii Cf\?:;i;e
CN2 70.030 67 67 0,89 0,19 1,00
BG1 41.280 65 65 3,72 0,84 1,00
BG2 39.897 90 90 3,82 0,86 1,00
BG3 37.539 62 62 3,43 0,79 1,00
MAI 48.268 52 53 1,52 0,36 1,00
MA2 52.615 78 78 2,54 0,55 1,00
MA3 46.045 73 73 3,19 0,79 1,00

IT2 55.853 96 96 3,86 0,85 1,00
IT3 58.011 97 97 3,01 0,78 1,00
FC2 70.796 71 71 2,74 0,71 1,00
FC3 52.777 65 65 2,88 0,76 1,00

Fonte: Elaborado pelo autor

A abundancia relativa da microbiota do trato digestivo e intestinal de L. fortunei foi
maior no ponto IT3 (97 OTUs) e a menor no MA1 (53 OTUs), havendo variag@o entre os pontos

coletados em diferentes reservatorios (Figura suplementar 1 A).

2.1.3.1 Similaridade das comunidades bacterianas

A anélise hierarquica de agrupamento foi realizada para identificar a semelhanca entre
as diferentes amostras trato digestiva de L. fortunei. As semelhangas entre as composi¢des da
microbiota das amostras dos pontos de coleta foram ordenadas pela Analise Ponderada das
Coordenadas Principais (PCoA), utilizando a distancia métrica UniFrac Ponderada, sendo que
os eixos PC1, PC2 e PC3 representaram 55,69 %, 20,28 % e 16,14 % da variabilidade total,
respectivamente (Figura 1).

Quando as amostras foram comparadas entre si, as do reservatério de UHE Barra
Grande (BG1, BG2 e BG3) distribuiram-se separadamente das demais, indicando composi¢ao
bacteriana distinta (Figura 1). A diversidade analisada por PCoA também revelou que as

amostras dos pontos de coleta FC3 e MAI se agruparam separadamente, assim como as
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amostras dos pontos MA3 e FC2, que apesar da semelhanga, pertencem a reservatorios distintos
(Figura 1). A amostra de UHE Campos Novos (CN2) esteve mais distante dos demais grupos,
indicando que a comunidade bacteriana presente apresentou variagoes divergentes nas

classificagdoes de OTUs, quando comparada as demais (Figura 1).

Figura 1 - Analise de Coordenadas Principais (PCoA) utilizando a distdncia métrica UniFrac
Ponderada, indicando a ordenag¢do das comunidades microbianas presentes no trato digestivo de
mexilhdes-dourados (Limnoperna fortunei) amostrados nos diferentes pontos de coleta dos reservatorios
de usinas hidrelétricas do alto Rio Uruguai (CN= Campos Novos. BG= Barra Grande. MA=
Machadinho. It= Itd. FC= Foz do Chapeco).

PC2 (2028 %) %

@
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Fonte: Elaborado pelo autor

A andlise dos fragmentos da regido alvo do gene 16S rRNA envolveu, ainda, sua
distribui¢do quantitativa em OTUs em nivel de espécie, tnicas ou compartilhadas, para
construgdo do diagrama de Venn (Figura 2). Muitos dos microrganismos detectados sdao
comumente encontradas no meio ambiente aquatico, enquanto outros sao cepas conhecidas por
serem patdgenos para peixes € humanos.

O diagrama de Venn mostrou que 13 OTUs (4,63 % do total) foram compartilhadas
entre todas as amostras, ou seja, ndo sofreram influéncia determinante do ambiente onde foram

coletadas.
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Figura 2 - Operational Taxonimic Units, em nivel de espécie, singulares e compartilhadas, da
microbiota bacteriana presente no trato digestivo de mexilhdes-dourados (Limnoperna fortunei)
amostrados nos diferentes pontos de coleta dos reservatorios de usinas hidrelétricas do alto Rio Uruguai
(CN= Campos Novos. BG= Barra Grande. MA= Machadinho. It= Itd. FC= Foz do Chapeco). Cada
elipse representa um conjunto de comunidades microbianas. A interseccdo de duas ou mais elipses
mostra o numero de OTUs compartilhadas entre conjuntos. Os numeros fora da area de interseccdo
correspondem as OTU que foram encontradas exclusivamente em mexilhdes de um determinado
reservatorio.

Fonte: Elaborado pelo autor

As OTUs identificadas na intersecdo das elipses de todos os pontos coletados nas
amostras digestivas do L. fortunei foram Enterobacter tabaci, Arenimonas maotaiensis,
Loriellopsis cavernicola, Aciditerrimonas ferrireducens, Fimbriiglobus ruber, Parviterribacter
kavangonensis, Streptomyces aomiensis, Methylocystis echinoides, Acinetobacter junii,
Simkania negevensis, Klenkia marina, Beijerinckia indica e Methylocella palustris.

Em relacao aos reservatorios, 52 OTUs (18,51 %) foram observadas somente no
reservatorio de UHE Ita, que apresentou o maior conjunto de bactérias exclusivas, enquanto 25
OTUs (7,83 %) foram encontradas somente em UHE Campos Novos, que apresentou menor

quantidade de microrganismos (Tabela suplementar 2).

2.1.3.2 Microbiota bacteriana do trato digestivo de Limnoperna fortunei
As analises de sequenciamento revelaram a presenca de 16 Filos que englobaram 218
géneros e 280 espécies de bactérias presentes no trato digestivo do mexilhdo-dourado. A

classificagdo taxondmica da microbiota, com base no gene 16S rRNA, foi dominada por OTUs
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de membros dos Filos Proteobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Actinobacteria e
Verrucomicrobia, formando a composicdo microbiana mais importante, com a maior

abundancia relativa, que constituiu 93,97% do conjunto de dados (Figuras 3 ¢ 4).

Figura 3 - Microbiota bacteriana (abundéancia relativa de OTU), em nivel de Filo, presente no trato
digestivo de mexilhdes-dourados (Limnoperna fortunei) amostrados nos diferentes pontos de coleta dos
reservatorios de usinas hidrelétricas do alto Rio Uruguai (CN= Campos Novos. BG= Barra Grande.
MA= Machadinho. It= Itd. FC= Foz do Chapeco).
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Fonte: Elaborado pelo autor

O Filo Proteobacteria, com 49,98% de todas as leituras mapeadas, foi o mais abundante
entre os encontrados na microbiota digestiva do L. fortunei, esteve presente em todos os grupos
coletados e foi mais representativo na amostra do reservatorio de FC2, compondo 82,25% da
microbiota presente. O segundo Filo mais representativo foi Bacteroidetes (20,91%), que apesar
de estar presente em todos os pontos dos reservatdrios, apresentou maior concentragao no ponto
CN2, com abundancia relativa de 91,12% da composi¢@o da microbiota para amostra do local
(Figuras 5 e 6). O terceiro Filo mais representativo foi Cyanobacteria (16,75%), que apesar de
estar presente em todos os reservatorios, foi mais representativo nas amostras do reservatorio
de UHE Barra Grande onde, no ponto BG1, compds 51,21% da microbiota presente (Figuras 3
e4).
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Figura 4 - Localizagdo das barragens, pontos de coleta e graficos de abundancia relativa da composigao
taxondmica, por Filo, da microbiota bacteriana presente no trato digestivo de mexilhdes-dourados
(Limnoperna fortunei) amostrados nos diferentes pontos de coleta dos reservatdrios de usinas
hidrelétricas do alto Rio Uruguai (CN= Campos Novos. BG= Barra Grande. MA= Machadinho. It= Ita.
FC=Foz do Chapecd).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Com base na SAR, dentre os 218 géneros identificados nas amostras do trato digestivo
do mexilhdo-dourado, foi possivel destacar os vinte géneros de bactérias mais abundantes,
representados em mapa de calor (Figura 6), no qual ¢ possivel observar a abundancia relativa
dos géneros bacterianos. Os géneros Enterobacter (32,34%), Chryseobacterium (17,63%),
Cyanobium (15,19%), Arenimonas (9,49%) e Chthoniobacter (3,02%) apresentaram maior
dominancia (abundancia relativa do total de OTUs nos sequenciamentos analisados) no trato

digestivo de L. fortunei (Figura 6).
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Figura 5 - Microbiota bacteriana (abundancia relativa de OTU), em nivel de género, presente no trato
digestivo de mexilhdes-dourados (Limnoperna fortunei) amostrados nos diferentes pontos de coleta dos
reservatorios de usinas hidrelétricas do alto Rio Uruguai (CN= Campos Novos. BG= Barra Grande.
MA= Machadinho. It=Ita. FC= Foz do Chapeco).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os taxons do género Entereobacter nos pontos de coleta da UHE Machadinho, UHE
Ita e UHE Foz de Chapecd foram mais abundantes, enquanto Chryseobacterium esteve menos
distribuido entre os pontos de coleta, estando presente em 91% das OTUs dos sequenciamentos
analisados em CN2 (Figura 6). A cianobactéria Cyanobium, assim como Enterobacter, esteve
mais distribuida entre os pontos de coleta, mantendo maior abundancia relativa nas amostras
dos pontos BG1, BG2 e BG3 e ausente nas do CN2, ao contrario da cianobactéria Loriellopsis,
que apesar de apresentar abundancia relativa inferior, esteve presente em todos os pontos de

coleta dos reservatdrios (Figura 6 e Tabela Suplementar 3).
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Figura 6 - Mapa de calor, para o nivel de género, da microbiota digestiva presente no trato digestivo de
mexilhdes-dourados (Limnoperna fortunei) amostrados nos diferentes pontos de coleta dos reservatorios
de usinas hidrelétricas do alto Rio Uruguai (CN= Campos Novos. BG= Barra Grande. MA=
Machadinho. It= Ita. FC= Foz do Chapecd). Eixo x: identificacdo dos pontos de coleta das amostras;
Eixo y: propor¢des de OTUs).
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Fonte: Elaborado pelo autor

O sequenciamento da microbiota do trato digestivo de L. fortunei identificou diferentes
Géneros de bactérias, com Elizabethkingia, Pseudomonas e Mycoplasma, presentes entre os
vinte microrganismos mais abundantes (Figura 6 e Tabela suplementar 4). Além disso, a analise
sequenciou e identificou OTUs raras, e diversos Géneros abundancia relativa (menor que
1,00%), como Dorea, Corynebacterium, Bacillus, Streptococcus e Aeromonas (Tabela
suplementar 4), que podem apresentar, em condigdes especiais, potencial zoondtico e/ou
patogénico. No entanto, a baixissima quantidade desses organismos, presentes em quantidades
restritas e isoladas, sugere que esse potencial tende a ndo se realizar. Nesse sentido, ensaios
especificos para constatacao do potencial patogénico e estudos complementares de estabilidade

e infectividade desses géneros devem ser conduzidos para elucidar a questao.



40

2.1.4 Discussio

A composi¢ao da microbiota digestiva, bem como, a presenca de microrganismos
possivelmente nocivos a saide humana e a de peixes, foram caracterizados e identificados pela
primeira vez em Limnoperna fortunei. As comunidades microbianas do trato digestivo de L.
fortunei variaram de acordo com o local, sugerindo que o aumento da flexibilidade microbiana
esta ligada ao ambiente que habitam e aos que estdo em seu entorno. Embora existam estudos
semelhantes para outras espécies de moluscos que fornecem evidéncias convincentes sobre a
flexibilidade microbiana, estudos com L. fortunei ainda sdo escassos e carecem de abordagens
experimentais mais detalhadas para determinar como a flexibilidade microbiana, bem como as
baixas concentra¢des de microrganismos potencialmente patogénicos, pode interferir na saude
do homem e de peixes.

O conhecimento da microbiota intestinal de mexilhdes de dgua doce pode ajudar a
compreender como a estrutura da comunidade ¢ constituida (ACEVES et al.,, 2018;
WEINGARTEN et al., 2019). Como animais filtradores, sua microbiota intestinal pode ser
particularmente sensivel a variagdo ambiental (ACEVES et al., 2018; VAUGHN, 2018;
WEINGARTEN et al., 2019). No presente estudo, os Filos dominantes no trato digestivo de L.
fortunei foram Proteobacteria e Bacteriodetes, cujos membros tém morfologia muito variavel e
fisiologia versatil, o que lhes da vantagem competitiva para sobreviver em diferentes nichos
ecologicos, como solo (LAUBER et al., 2009), plantas (REDFORD; FIERER, 2009), 4gua do
mar (TEELING et al., 2012), 4gua doce (PASCAULT et al., 2014), atmosfera (WHON, et al.
2012) e diferentes partes do corpo dos mamiferos (COSTELLO et al., 2009; HUMAN
MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012).

Os Filos Proteobacter e Bacteriodetes também foram encontrados na composicao da
microbiota de outras espécies de molusco de 4gua doce, como Dreissena polymorpha, que foi
utilizada na avaliagdo da influéncia de 4guas e sedimentos na composi¢do da sua microbiota
(MATHALI et al., 2020); na composi¢ao da microbiota presente no reto das espécies Solenaia
carinata, Sinohyriopsis cumingii ¢ Sinanodonta woodiana (LIU et al., 2020); e compondo a
microbiota presente no estomago de Sinanodonta woodiana (TAN; LONG, 2020).

A analise das coordenadas principais (PCoA) ordenou os diferentes pontos de coleta
dos reservatorios de UHE de Foz de Chapecd (FC2 e FC3), UHE de It4 (IT2 e IT3) e UHE de
Machadinho (MA1, MA2 e MA 3) em regido proxima, o que mostra que existe similaridade
entre eles.

As margens dos rios da regido do alto rio Uruguai apresentam cobertura vegetal do

bioma Mata Atlantica intercaladas com zonas urbanas e rurais nas quais sao desenvolvidas
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intensas atividades cujas principais fontes de poluicdo sdo esgotos domésticos, efluentes
industriais, efluentes da criagdo de suinos e aves, e efluentes agricolas provenientes das lavouras
(FRAG-RIO, 2011). Os Filos Proteobacteria e Bacteriodetes apresentaram abundancia relativa
representativa nesses pontos de coleta e a proximidade dos pontos FC3-MA1 e MA3-FC2 pode
estar relacionada ao despejo de residuos provenientes de esgotos, ja que os reservatdrios de
Machadinho e Foz do Chapec6 encontram-se proximo aos municipios de Chapeco e ao de
Concordia, 5° municipio mais populoso da regido Oeste e maior produtor de suinos e aves do
estado de Santa Catarina, respectivamente (IBGE, 2021).

Ja as amostras do trato digestivo dos mexilhdes amostrados no reservatorio da UHE
Ita4, que esta situado entre os reservatdrios de Machadinho e Foz de Chapeco6, apresentaram
maior diversidade e riqueza de espécies no ponto IT2. Este ponto de coleta esta proximo ao Rio
do Peixe, afluente do Rio Uruguai, que sofre grande influéncia das atividades econdmicas dos
municipios do entorno, como as provenientes da agricultura e da pecuaria, além do intenso
processo de erosao ocasionado pela agao antrdpica.

Diferencas acentuadas na microbiota do trato digestivo foram mais evidentes nos
niveis da base da classificagcdo. Neste sentido, a abundancia relativa com base nas OTUs das
amostras do trato digestivo do mexilhdo-dourado mostrou Enterobacter (32,34%), do Filo
Protobacteria, como o género mais abundante. Apesar deste género apresentar principalmente
microrganismos que tém origem no solo e em plantas, também foi identificado, de forma
ubiqua, em amostras fecais de humanos, suinos, aves e gado (VADDE et al., 2019). A presenga
desse género nos tratos digestivos de mexilhdo-dourado indica que as fontes ambientais, como
agua e sedimentos, contribuem para a estrutura da comunidade microbiana do ambiente, sendo
que a abundancia relativamente alta reflete a contaminacdo biologica em cada local e,
provavelmente, pode ser utilizado para monitorar a qualidade microbiana da agua. Esses
resultados corroboram com os obtidos através da comparagdo entre a microbiota presente em
aguas de um rio, sedimento ¢ a do mexilhdo-zebra (Dreissena polymorpha), onde a elevada
concentracdo de microrganismos de origem entérica no molusco demostrou contaminagao
ambiental (MATHALI et al., 2020).

Diferentemente dos taxons Enterobacter e Cyanobium, que ocorreram de forma mais
distribuida nos tratos digestivos do mexilhao-dourado de todos os pontos de coleta, o género
Chryseobacterium (Filo Bacteriodetes), foi o segundo com a maior abundancia relativa total
(17,63%) entre os géneros sequenciados.

Em CN2 foram encontrados 82% do total de OTUs de todos os sequenciamentos

analisados formados por Chryseobacterium. Muitas das espécies pertencentes a esse género
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foram encontradas associadas a plantas (YOUNG et al., 2005; PARK et al., 2006; BEHRENDT
et al., 2007), e embora a relagdo entre Chryseobacterium e suas plantas hospedeiras ndo seja
muito conhecida, ela pode ser considerada simbidtica, considerando sua frequente ocorréncia
em raizes de plantas ou rizosferas (KRAUSE et al., 2001; SHIN et al., 2007; RAMOS-
SOLANO et al., 2008). Como o municipio de Campos Novos, maior produtor de soja do estado
de Santa Catarina (IBGE, 2021), esta localizado proximo ao ponto CN2, 0s processos erosivos
decorrentes da atividade agricola, e efluentes oriundos da intensa atividade agricola, podem ter
contribuido para concentracao desse género, no ecossistema e consequentemente com a sua
concentragdo nas amostras do trato digestivo do mexilhdo-dourado. Isso sugere que os
mexilhoes estio retendo seletivamente certos tdxons no trato digestivo € que seu microbioma
bacteriano intestinal ndo depende apenas das bactérias associadas as particulas que ingerem,
como verificado em mexilhdes de 4gua doce das espécies Cyclonaias asperata, Fusconaia
cerina, Lampsilis ornata € Obovaria unicolor (WEINGARTEN et al. 2019).

O mexilhdao-dourado apresentou seletividade alimentar por cianobactérias, o que
indica a preferéncia desse molusco por cepas toxicas e sua resisténcia a cianotoxinas
(GAZULHA et al., 2012* GAZULHA et al., 2012b). Cyanobium representa risco a satide em
todo o mundo (DAS; DASH, 2018), e ¢ o mais abundante dentre os géneros pertencentes a
Cyanobacteria, com 15,19% do total de OTUs entre todas as amostras onde foram detectadas.
Esse género esteve mais evidente no trato digestivo de L. fortunei dos reservatérios de Barra
Grande (BG1, BG2 e BG3) e Foz de Chapecod (FC3) e ausente em CN2, diferentemente de
Loriellopsis, pertencente ao mesmo Filo, que apresentou abundancia relativa mais baixa e
esteve presente nas amostras de todos os pontos de coleta, o que sugere que a alta proporcao de
Cyanobium pode implicar em uma propor¢ao microbiana transitoria que foi absorvida durante
o periodo de alimentacdo através da filtragdo da 4gua de cada local amostrado. Microrganismos
transitorios adquiridos do meio ambiente podem ser membros abundantes das comunidades
intestinais dos animais (KING et al., 2012; PIERCE et al., 2016).

As cianobactérias podem ser absorvidas como alimento para bivalves, mas fornecem
nutricdo limitada, suficiente apenas para suporte as necessidades basicas de manutencdo, sem
envolver o crescimento dos organismos (AVILA-POVEDA et al., 2014). Além disso, ndo sdo
consideradas parte da sua microbiota.

Mycoplasma ¢ um dos géneros comumente encontrados em organismos marinhos,
incluindo bivalves (JANDA; ABBOTT, 2014; VEZZULLI et al., 2017; LASA et al., 2019),
tendo sido associado a moluscos saudaveis (LASA et al., 2019), sendo dominante na glandula

digestiva (MILAN et al., 2018). Esse género foi classificado entre os vinte mais abundantes que
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compuseram a microbiota do trato digestivo do mexilhdo-dourado, e ¢ considerado um género
de bactéria parasita, patogénicos, que se liga as branquias de peixes de agua doce, causando
necroses (ADAN-KUBO et al., 2012). Espécies desse género podem desempenhar um papel
benéfico na aptidao e no estado de satide dos bivalves, embora seu papel dentro do hospedeiro
ainda seja amplamente desconhecido (ROMERO et al., 2002; KING et al., 2012). Desse modo,
a sua presenga com abundancia relativamente alta, pode ser tolerado pelo mexilhdo-dourado
presente nos reservatorios das usinas hidrelétricas do alto rio Uruguai, porém pode apresentar
risco para ictiofauna.

Assim como nas amostras de mexilhdo-dourado, relatadas neste estudo, Pseudomonas
esteve  presente na  composicio da  microbiota do  molusco  invasor
D. polymorpha, associados a polui¢do ambiental (WINTERS e al, 2010). Muitas espécies de
Pseudomonas sao patogénicas para humanos, animais e para organismos aquaticos (NIXON et
al., 2001). As espécies de Pseudomonas foram descritas como um dos agentes infecciosos
bacterianos mais comuns em peixes, ¢ foram relatadas como causadoras de doencas
relacionadas ao estresse em peixes de d4gua doce (LOPEZ et al., 2012; DEROME et al., 2016).
A bioacumulagdo de Pseudomonas podera interferir na saude dos peixes da regido do alto rio
Uruguai, ja que 22 espécies de peixes que ocorrem nessa regido apresentaram L. fortunei na
dieta (AVILA-SIMAS et al., 2019).

Resultados da amplificagdao por PCR do gene 16S rRNA, sequenciamento, comparagao
e andlise filogenética, revelaram ainda a capacidade de identificar OTUs raras. Esta
metodologia fornece uma representagdo da comunidade bacteriana e de espécies menos
abundantes, € uma visao sobre a conservagao de filotipos bacterianos, dentro de microhabitats
e entre os hospedeiros individuais (SOGIN, et al. 2006; SUNAGAWA, et al., 2010).

As bactérias do género Dorea que estdo presentes principalmente em fezes humanas
(TARAS et al., 2002) e, Streptococcus, responsavel por surtos de mortalidade em peixes (EL-
NOBY et al., 2021), por infecgdes da cavidade bucal e endocardite infecciosa aguda em
humanos (AAS, et al., 2005), apresentaram abundancia baixa, porém podem vir a representar
um risco para saude (VADDE et al., 2019) caso seja constatada sua patogenicidade.

Entre as espécies de Acinetobacter e Aeromonas algumas sao consideradas patdgenos
oportunistas, que causam gastroenterites (KHOSRAVT et al., 2015; LAUKOVA et al., 2018).
Acinetobacter apresenta mais de vinte espécies, das quais poucas sao consideradas patogenas
(SHAMSIZADEH et al., 2017), sendo Acinetobacter junii uma delas, que esta associada a
infeccdo do trato urinaria (ABO-ZED et al., 2020). Essa bactéria e Enterobacter tabaci, que foi

encontrada em estacdo de tratamento de aguas residuais domésticas (MANOHARAN et al,
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2020), estiveram presentes no trato digestivo do mexilhdo-dourado de todos os reservatorios do
alto Rio Uruguai.

Em nossos estudos, a presenga de microrganismos com potencial zoondtico e potencial
patogénico para humanos, foi detectada em baixissimas porcentagens, possivelmente abaixo da
concentragdo infecciosa provavel, ainda que ndo tenham sido realizados testes de viabilidade
e/ou infectividade. Alguns patégenos ocorrem naturalmente em ambientes distintos, enquanto
a presenga de outros esta relacionada a contaminacao de origem antrdpica, o que indica a
importancia da ado¢do do biomonitoramento dessas areas, pois as variagdes das condi¢des
ambientais, como a temperatura da 4gua, a concentracao de nutrientes, o pH, a carga de carbono
organico dissolvido, a presenga de doencas e a competi¢do por espago, t€m o potencial de
impactar os grupos bacterianos, a abundancia de OTU e também podem contribuir para o
aparecimento ou desaparecimento de algumas bactérias (HERNANDEZ-AGREDA, 2017).

Nossos resultados indicam que as fontes ambientais, aguas residuais e sedimentos,
podem contribuir para estruturar a comunidade microbiana do trato digestivo de L. fortunei, ¢
apontam o potencial da espécie em refletir a contaminagdo biologica. No entanto, abordagens
mais amplas sdo necessarias para compreender como as variaveis tempo, espaco, fatores
bidticos e abioticos podem, simultaneamente, afetar a capacidade do L. fortunei de refletir a
alteragcdo da comunidade microbiana, e se a presenca desses filtradores altamente invasivos tém
implicagdes ecoldgicas para a satde publica.

O presente estudo produziu ndo apenas conhecimento sobre microrganismos
associados ao mexilhdo-dourado, mas também sobre a influéncia que o ambiente por ele
invadido pode ter sobre a modulagdao da sua microbiota, fornecendo uma descrigdo mais
detalhada da microbiota do trato digestivo de L. fortunei com relacio as comunidades

bacterianas oriundas de efluentes.

2.1.5 Conclusoes
De acordo com as nossas conclusoes, o L. fortunei presente nos reservatorios de UHE
do alto Rio Uruguai apresentam microbiota que se diferencia entre os pontos coletados, com

variagdes de composicao do trato digestivo.
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DADOS SUPLEMENTARES

Tabela suplementar 1. Identificagdo dos reservatorios, coordenadas geograficas e pontos de coleta das
amostras de mexilhdes-dourados (Limnoperna fortunei) analisadas nas Usinas Hidrelétricas do Alto Rio
Uruguai, Santa Catarina, Brasil.

Coordenadas Geograficas

Reservatoério Identificag¢ao
Latitude Longitude
UHE Barra Grande 27°46'45" S 51°11' 05" W BGl1
UHE Barra Grande 27°46'45" S 51°11' 05" W BG2
UHE Barra Grande 27°46'45" S 51°11' 05" W BG3
UHE Campos Novos  27°36'19,6"S 51°13'16.5"W CN2
UHE Machadinho 27°31'01,3"S  51°37'23,6"W MAI1
UHE Machadinho 27°30"12"S  51°40'37,5"W MA2
UHE Machadinho 27°31'23,1"S  51°46'54.9"W MA3
UHE Ita 27°18'48" S 51°10' 75" W IT2
UHE Ita 27°27'26,1"S  51°53'22"W IT3
UHE Foz do Chapeco  27° 10'24" S 52°52'24" W FC2
UHE Foz do Chapecé  27°08'50"S  53°02'22,1"W FC3
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Figura suplementar 1. Riqueza e diversidade da comunidade bacteriana presente no trato digestivo do
mexilhdo-dourado (Limnoperna fortunei) amostrados nos diferentes pontos de coleta dos reservatorios
de usinas hidrelétricas do alto Rio Uruguai. A) Quantificagdo em OTUs. B) Numero e uniformidade das
espécies através do indice de Shannon e a representagdo da probabilidade de dois individuos
selecionados aleatoriamente no habitat pertencerem a mesma espécie pelos indices de Inverse Simpson,
das comunidades microbianas presente na glandula digestiva do mexilhdo-dourado (Limnoperna
fortunei). CN= Campos Novos. BG= Barra Grande. MA= Machadinho. It= Itd. FC= Foz do Chapecé.
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2.2 ARTIGO 2
Caracterizacdo do microbioma digestivo do Limnoperna fortunei coletados em diferentes

estacoes do ano no alto Rio Uruguai, Santa Catarina, Brasil
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Federal de Santa Catarina (UFSC), Rod. Admar Gonzaga 1346, 88040-900, Floriandpolis, SC,
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* Engie Brasil Energia S/A, Rua Paschoal Apéstolo Pitsica, 5064, 88025-255, Florianopolis,
SC, Brasil.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi identificar a microbiota digestiva deste invasor e
caracterizar a sua estrutura em diferentes estagdes do ano. As amostragens de L. fortunei foram
realizadas no inverno (setembro/2019) e verdo (marco de 2020), nos reservatorios de usinas
hidrelétricas do alto rio Uruguai, Santa Catarina, Brasil. Em cada um dos reservatorios foram
amostrados trés pontos, para cada ponto (n=15) mexilhdes foram submetidos a biometria e
armazenados em caixas térmicas refrigerada (4,0 °C). Posteriormente, cada mexilhao foi aberto
assepticamente com auxilio de um bisturi esterilizado para retirada do diverticulo digestivo e
de porcdes do intestino, identificado e armazenado individualmente em microtubos livres de
RNAse e DNAse e preservados a -20 °C. Apods a extragdo DNA das bactérias presentes no
material coleado, as amostras foram submetidas ao SAR. Foi possivel concluir que o L. fortunei
que ocorre na regido do alto Rio Uruguai, possuem uma microbiota que se diferencia entre as
estagdes do ano inverno e verdo. As comunidades microbianas presente no trato digestivo do L.
fortunei, apresentaram maior riqueza e diversidade bacteriana em amostras do verdo. Apesar
disto, os filos dominantes foram Proteobacteria, Bacteroidetes e Cyanobacteria,
independentemente da estacdo do ano. Além de identificar 142 OTUs compartilhadas entre as
amostras digestivas do inverno e verdo que ndo sofreram influéncia do periodo coletado,
indicaram a formagao de uma core microbiota.
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Highlights

o Primeiro relato da caracterizagdo da microbiota digestiva do Limnoperna
fortunei em diferentes estacdes do ano.

o Caracterizagdo da microbiota do trato digestivo do mexilhdo-dourado em
diferentes estagdes do ano.

o Core microbiota de Limnoperna fortunei

2.2.1 Introducao

Os moluscos bivalves sdo organismos que filtram grandes quantidades de dgua para
necessidades nutricionais e respiratérias. Eles estdo localizados nos primeiros niveis de muitas
teias alimentares aqudticas e desempenham um importante papel ecologico, regulando a
turbidez da coluna d'agua, reciclando nutrientes e matéria organica e controlando a biomassa
fitoplanctonica (BINELLI; PROVINI, 2003).

O Limnoperna fortunei, popularmente conhecido como mexilhdo-dourado, ¢ um
molusco bivalve de dgua doce origindrio de rios e corregos da China e Sudeste Asiatico
(Darrigran e Ezcurra, 2000). Esta espécie tem um alto potencial reprodutivo e adaptativo, e ndao
possui patdgenos naturais nos sistemas aquaticos invadidos (DARRIGRAN; DAMBORENEA,
2006, DARRIGRAN; EZCURRA, 2000). Além disso, o mexilhdo-dourado tem a capacidade
de colonizar habitats amplos com temperaturas da dgua variando de 0 a 35 °C, velocidades de
fluxode 0,1 a2 ms !, profundidades de agua entre 0,1 e 40 m, oxigénio dissolvido de 0,2 a
11,33 mg 1 ! e niveis de pH de 6,0 —7,8 (DARRIGRAN et al., 2011).

Esse molusco ¢ considerado uma espécie engenheira, devido as alteracdes estruturais
potenciais que pode causar, em funcdo de sua capacidade de filtracdo, entre as mais altas
registradas para bivalves, e de macroaglomeracao (SYLVESTER et al., 2006; DARRIGRAN;
DAMBORENEA, 2011).

Dentre as particularidades que torna essas espécies invasoras tdo fortes ¢ sua
resisténcia a condi¢des ambientais adversas e a diferentes tipos de poluentes quimicos
(MORTON, 1982; CLAUDI; MACKIE, 1994; COSTA et al., 2011; GOMES et al., 2014).
Devido aos seus habitos alimentares, sedentarismo, abundancia, ampla distribuicdo em

diferentes corpos d'dgua, tolerdncia a uma ampla gama de condi¢des ambientais e tendéncia a
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acumular contaminantes em seus tecidos, bem como as bactérias presentes na dgua. No entanto,
existem lacunas na literatura sobre a ecologia microbiana de mexilhdes, que ¢ complexa e
influenciada pelo ambiente (BELAICH et al., 2006; SUI et al., 2017).

Portanto, a fim de se ampliar o conhecimento da comunidade bacterina presente em L.
fortunei que ocorre na regido do alto Rio Uruguai, o objetivo do presente estudo foi identificar

a microbiota digestiva em diferentes estagdes do ano.

2.2.2 Material e métodos

2.2.2.1 Local de coleta

As amostragens de L. fortunei foram realizadas em duas estacdes do ano, inverno
(setembro/2019) e verdo (margo de 2020), onde foram coletadas amostras do trato digestivo
que compreendiam os diverticulos digestivos e por¢des do intestino do mexilhdo-dourado
presente em cinco reservatorios de usinas hidrelétricas (UHE): UHE Campos Novos, UHE
Barra Grande, UHE Machadinho, UHE Itd e UHE Foz de Chapecd, localizadas na regido do
alto Rio Uruguai, Santa Catarina, Brasil. Em cada um dos reservatérios foram amostrados trés

pontos. (Figura 1 e Tabela suplementar 1).

Figura 1 - Localizagdo das barragens e pontos de coleta dos reservatorios de usinas hidrelétricas do
alto Rio Uruguai.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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2.2.2.2 Armazenamento e preparo das amostras

Foram coletados 15 mexilhdes adultos, com comprimento médio (2,92 + 0,21 no
inverno e 2,99 + 0,35 no verdo), de cada ponto amostral, em profundidades de até¢ 1,0 m, de
superficies duras, incluindo pedras, rochas e aglomerados de mexilhdes. Os mesmos foram
armazenados em caixas térmicas refrigerada (4,0 °C) até o momento da dissecagcdo. Cada
animal foi aberto assepticamente com auxilio de um bisturi esterilizado para retirada dos
diverticulos digestivos e por¢des do intestino. Esse material foi identificado e armazenado
individualmente em microtubos livres de acidos ribonucleicos (RNAse) e dacidos
desoxirribonucleicos (DNAse), preservados a -20 °C e transportados para o Laboratorio de
Sanidade de Organismos Aquaticos (AQUOS), da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

Durante as coletas foram aferidos os pardmetros de qualidade de dgua, incluindo

temperatura, pH e a concentracao de oxigénio dissolvido em cada ponto de coleta.

2.2.2.3 Extra¢do de DNA

Para extragao do acido desoxirribonucleico (DNA) das bactérias presentes no material
coletado, foram utilizadas 200 mg da por¢ao que compreendia os diverticulos digestivos ¢ o
intestino dos mexilhdes para cada um dos 15 pontos de coleta (trés pools de cinco mexilhdes),
utilizando o kit QIAamp® Fast DNA Stool Mini (QIOGEN, Hilden, Alemanha, DE), seguindo-
se as especificacdes do fornecedor. Em seguida, o DNA extraido foi quantificado em
espectrofotometro NanoDrop ™ 1000 (Thermo Scientifc DE, US) e mantidas em concentracao

acima de 100 pg pL~ !,

2.2.2.4 Amplificag¢do da PCR

Ap0s a extragdo do DNA, as amostras foram enviadas a empresa Macrogen® para a
analise de metagendmica. A amplificagdo do gene do RNA ribossomal 16S (16S rRNA), foi
realizada através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction),

tendo-se como alvo a sequéncia entre as regides preservadas V3 e V4.

2.2.2.5 Sequenciamento de Alto Rendimento (SAR)

No sequenciamento dos dados utilizou-se a tecnologia ///lumina SBS, que marca os
nucleotideos por fluorescéncia quando estes se ligam a fita complementar em cada ciclo. As
sequéncias com ruido foram removidas e as leituras representativas restantes dos c/usters foram

agrupadas usando o algoritmo complexos em Operational Taxonomy Units (OTUs), através do
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ajuste rapido de comprimento de leituras curtas (FLASH). As leituras foram agrupadas com
100% de identidade (ID) usando CD-HIT-DUP em um unico arquivo. As OTUs foram
coletadas usando um filtro de qualidade para garantir 97% de ID no nivel da espécie. Para o
sequenciamento, foi utilizado o alinhamento minimo de 300 pb e com 100 k de leituras por

amostra.

2.2.2.6 Analises estatisticas

Foi realizada de acordo com a metodologia de Caporaso et al. 2010, através do
programa QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) onde as UTOs criadas foram
relacionadas aos seus taxons correspondentes através da ferramenta “assign_taxonomy.py”

comparadas com o banco de dados Greengenes (http://qiime.org). Para estimar a riqueza e a

diversidade bacteriana nos periodos amostrados, foi feita uma analise de rarefacao a, os indices
Cobertura de Sequenciamento, Chaol e Shannon, através da ferramenta “alpha_diversity.py”,
onde foram calculados o indice Cobertura de Sequenciamento, como C =1 -(S/n), onde S € o
nimero de OTUs exclusivos e n ¢ o nimero de individuos na amostra, que expressa o quanto a
amostra representa o ambiente, em medida relativa. O indice de diversidade de Shannon, que
leva em consideragdo o numero ¢ a uniformidade da distribuigdo das espécies, o indice de
riqueza Chaol, que direciona a estimativa de riqueza Chaol para uma defini¢do de OTU e o
indice Inverse Simpson (H = — Y%, = 1s(pi log2 pi)), onde s é o nimero de OTUs e pi ¢ a
proporcao da comunidade representada pela OTU i, seguidos pelo teste t de student. O diagrama
de Venn foi projetado para determinar as OTUs bacterianas tnicas e aquelas compartilhadas
entre diferentes as estacdes do ano, através do programa InteractiVenn (Www.interactivenn.net,

Heberle et al., 2015).

2.2.3 Resultados

Nossos estudos revelaram que os dados de sequenciamento de alto rendimento do gene
16S rRNA, para as amostradas da microbiota digestiva do mexilhdo-dourado, resultaram em
um total de 1.106.053 reads nas a amostras de inverno e 1.545.115 reads nas amostras de verio,
que apo6s limpeza e filtragem foram qualificadas como de alta qualidade.

A cobertura de sequenciamento, considerando-se todas as amostras, foi superior a
99%, indicando que o sequenciamento do gene 16S rRNA forneceu uma base solida para o
alinhamento dos reads, de modo a permitir a identificacdo da maioria das bactérias presentes
nas amostras. As curvas de rarefacao (Figura 2) atingiram seu patamar de saturagao, indicando

que foi possivel determinar a riqueza bacteriana das amostras, bem como que a maior parte da


http://qiime.org/
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diversidade microbiana nela presentes foi obtida. Com altos indices o identificados,
especialmente nas amostras do verao, apos teste de Tukey, foi constatada diferenga significativa
(p < 0,05) em todos os indices. Consideramos, entdo, que as amostras do verao apresentaram

maior riqueza e diversidade do que as do inverno (Tabela 1).

Tabela 1 - Resumo da analise dos dados obtidos a partir do sequenciamento de alto rendimento (SAR)
em amostras do trato digestivo do mexilhdo-dourado Limnoperna fortunei presente no alto Rio Uruguai.

Inverno Verao

Cont reads 573.111° 623.402?
OTUs 280° 960°
Filo 16° 202
Classe 39° 552
Género 218° 5728
Indices

Chaol 74° 267%
Shannon 2.87° 6,352
Inverse Simpson 0,68" 0,952
Cobertura 99,99%  99,99%

Fonte: Elaborado pelo autor

OTUs: Operational Taxonimic Units. Diferentes letras em cada linha indicam diferencas significativas
(ANOVA, seguida do teste de Tukey, p <0,05)

Nos pardmetros de qualidade de 4gua observamos diferenga significativa na temperatura (p

< 0,05) e oxigénio dissolvido (p <0,05) para as amostras do verdo (Tabela 2).

Tabela 2 - Parametros de qualidade de agua, temperatura (°C), pH e concentracdo de oxigénio
dissolvido (mg L"), amostrados nos diferentes pontos de coleta do alto Rio Uruguai.

Periodo ° P . 1
de coleta Temperatura (°C) pH Oxigénio Dissolvido (mg L)
Inverno 19,30 + 1,58° 6,79 + 0,19 8,75 +0,50°

Verio 26,15+ 1,37% 6,61 + 0,28 7,20 £0,34%

Fonte: Elaborado pelo autor
*n=15 (média £ desvio padrao)
Diferentes letras em cada coluna indicam diferengas significativas
Dados com diferenca significativa (p<0,05)
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Figura 2 - Curvas de rarefago para as bibliotecas 16S rRNA bacterianas. Curvas do indice Chaolonde:
A) Curvas que indicam riqueza de espécies no inverno. B) Curvas que indicam riqueza de espécies no
verao.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A composi¢cdo bacteriana presente no trato digestivo do mexilhdo-dourado, foi
representada através da abundancia relativa no inverno e no verdo. Com um total de 16 taxons
de Filos encontrados no inverno, a analise apresentou os seis principais, onde o Proteobacteria,
foi representado como o mais abundante, com 37% dos microrganismos, seguido pelos Filos
Bacteroidetes (16 %), Cyanobacteria (12%), Actinobacteria (2%), Verrucomicrobia (2%) e
Planctomycetes (2%). Ja no verdo o nimero de tdxons foi superior, apresentando um total de
20 OTUs, da quais as mais abundantes apresentaram a seguinte composi¢do: Proteobacteria
(39%), Bacteroidetes (17%), Cyanobacteria (10%), Planctomycetes (6%), Actinobacteria (5%)
e Firmicutes (5%) (Figura 3). Além disso, foram classificados em Outro os organismos que nao
atingiram abundéncia relativa maior que 0,8% nas diferentes estagdes do ano analisadas. Assim,
constatamos que a abundancia relativa variou nas diferentes estagdes do ano, apresentando

maior abundancia relativa nas amostras do verao como apresentado na Tabela 1 e Figura 3.
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Figura 3 - Abundincia relativa da composi¢do da microbiota digestiva do mexilhdo-dourado
Limnoperna fortunei presente no alto Rio Uruguai. Descreve a frequéncia (%) da distribuicdo das
bactérias, em termos de Filo.

Inverno Verio

BProteobacteria @ Bacteroidetes ~ BCyanobacteria O Actinobacteria B Planctomycetes

D Firmicutes B Verrucomicrobia @ Outros ONdo Identificado

Fonte: Elaborado pelo autor

Com base nos dados do SAR, foi possivel identificar os dez Géneros mais abundantes
de microrganismos presentes nas amostras do trato digestivo do mexilhdo-dourado. Trés
Géneros foram comuns: Enterobacter, Elizabethkingia e Gimesia, independentemente da
estagdo do ano. Entretanto, o Género Enterobacter (23%) prevaleceu sobre todos os outros nas
amostras do inverno, seguido pelo Cyanobium (13%) e Chyseobacterium (10%) (Figura 4). Por
outro lado, nas amostras do verdo, o Género Synechococcus (9%) apresentou a maior
abundancia relativa, em segundo e terceiro o Enterobacter (7%) e Elizabethkingia (5%),

respectivamente (Figura 4).
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Figura 4 - Abundincia relativa da composi¢do da microbiota digestiva do mexilhdo-dourado
Limnoperna fortunei presente no alto Rio Uruguai. Descreve a frequéncia (%) da distribuicdo das
bactérias, em termos de Género. A) Géneros dominantes em amostras do inverno. B) Géneros

dominantes em amostras do verdo.
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Fonte: Elaborado pelo autor

No que diz respeito a microbiota elementar, para a procura de OTUs tnicas ou
compartilhadas em nivel de espécie, em termos quantitativos, construimos o diagrama de Venn
(Figura 5). O mesmo apresentou que 142 OTUs foram compartilhadas entre as amostras
digestivas do inverno e verdo, ou seja, 13% das OTUs ndo foram influenciadas pelo periodo
coletado. Quando falamos sobre as estagdes isoladas 138 OTUs (12% do total de OTUs) foram
observadas apenas no inverno, enquanto 823 OTUs (75% do total de OTUs) eram tnicas do
verdo. Dentre as espécies comuns as duas estagdes do ano a Chryseobacterium vietnamense
(17%) teve a maior abundancia relativa seguida pela Cyanobium gracile (15%), Synechococcus
rubescens (13%), Arenimonas maotaiensis (9%) e Chthoniobacter flavus (4%), totalizando

59% do total de OTUs compartilhadas entre os conjuntos.
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Figura 5 - Diagrama de Venn indicando OTUs (Operational Taxonimic Units) singulares e
compartilhadas, em nivel de espécie, da composi¢do da microbiota digestiva do mexilhdo-dourado
Limnoperna fortunei presente no alto Rio Uruguai. Cada elipse representa um conjunto. A intersec¢ao
das duas elipses denota o numero de OTUs compartilhadas entre conjuntos. Numeros fora da area de
intersecgdo correspondem ao nimero de OTUs exclusivos de determinado conjunto.

138 142 823

Fonte: Elaborado pelo autor

Ademais, a andlise e a caracterizacdao do perfil da microbiota em estudo mostraram,
ainda, a presenca de cinco espécies de bactérias, mais abundantes relativamente para cada
periodo amostrado. No inverno a Enterobacter tabaci (23%), pertencente ao filo Proteobactéria
teve maior abundancia relativa entre todas as espécies identificadas, seguida pela Cyanobium
gracile (13%), Chryseobacterium vietnamense (10%), Arenimonas maotaiensis (6%) e a
Chthoniobacter flavus (3%), que representaram 55% do total OTUs. Por outro lado, as amostras
do verdo o microrganismo com maior abundancia relativa foi a Synechococcus rubescens (9%)
pertencente ao filo Cyanobacteria, seguido pela Enterobacter mori (7%), Elizabethkingia
anophelis (4%), Sphingobium czechense (4%) e a Variovorax boronicumulans (2%)

representados no Cladograma da Figura 6.
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2.2.4 Discussio

A caracterizacdo da microbiota digestiva e a sua estrutura em diferentes estagdes do
ano, foram detectadas pela primeira vez em Limnoperna fortunei presente no alto Rio Uruguai.
A comunidade microbiana de um animal disposto em ambiente natural pode refletir as
condigdes impostas pelo ambiente externo, bem como o ambiente que o cerca. Os resultados
do atual estudo indicam que as diferentes estagdes do ano, influenciadas pela variacao de fatores
abidticos como a temperatura, induziram uma mudanga na microbiota digestiva do Limnoperna
fortunei presente no Alto rio Uruguai.

Os animais aquaticos estdo em um meio que favorece a exposi¢ao a microbios porque
a dieta, a dgua e os sedimentos abrigam altos niveis de microrganismos que podem colonizar
as suas superficies corporais externas e internas. A microbiota intestinal de moluscos € proposta
como dependente do contetido microbiano da dgua devido ao grande volume que flui através
deste tecido (GATESOUPE, 1999). Embora os mecanismos exatos da interagdo hospedeiro-
bactéria sejam elusivos, as mudangas nas comunidades bacterianas no intestino podem estar
intimamente relacionadas a fisiologia do hospedeiro (CHEN et al., 2018). Além disso,
temperaturas elevadas podem levar a heterogeneidade da composicdo da comunidade
bacteriana (ERWIN et al., 2012), conforme apresentada em estudos realizados com mexilhdes
da espécie Mytilus galloprovincialis, onde houve aumento significativo da diversidade
microbiana na microbiota intestinal (LI et al, 2019) e Dreissena polymorpha onde a maior
influéncia na estrutura da comunidade microbiana presente no molusco foi ocasionada pela
temperatura da 4gua onde foram coletados (MATHALI et al. 2020). Estudos realizados com o L.
fortunei na América do Sul demonstraram que o aumento da temperatura influenciou em
diversos fatores ocasionados por mudangas térmicas, incluindo taxa de filtragcdo, atividade
reprodutiva, mortalidade e distribuicdo (BOLTOVSKOY, 2015). Nossas analises, realizadas
através do sequenciamento de alto rendimento, demonstraram que as comunidades microbianas
presente no trato digestivo do L. fortunei, apresentaram maior riqueza e diversidade bacteriana
em amostras do verdao, onde a temperatura estava significativamente mais elevada do que no
inverno, apresentando em média 26,15 + 1,37 °C. Resta saber se a mudang¢a na comunidade
bacteriana foi devido a uma mudancga na fisiologia do mexilhdo causada pelo aumento da
temperatura da 4gua ou uma resposta direta das bactérias a temperatura.

O presente estudo revelou que o intestino do mexilhdo-dourado era dominado por trés
Filos bacterianos Proteobacteria, Bacteroidetes e Cyanobacteria. Apesar das amostras do verao

apresentarem uma abundancia relativa mais elevada significativamente do que a do inverno, os



71

filos mais abundantes nas duas estacdes permaneceram os mesmos. A presenca do
Proteobacteria em reservatorios de dgua doce ¢ uma caracteristica comum e este filo tem sido
caracterizado por participar ativamente de processos biogeoquimicos de ecossistemas lacustres
(ZHANG et al., 2015), este taxon também foi edificado em emassado visceral total de D.
polymorpha coletados em ambientes lacustres (MATHALI et al., 2020). Os microrganismos
pertencentes ao filo Bacteroidetes foram abundantemente encontrados em intestinos de
pequenos abalones Haliotis diversicolor (ZHAO et al., 2018), caranguejo Callinectes sapidus
(GIVENS et al., 2013) e ourigo-do-mar Lytechinus variegatus (HAKIM et al., 2015).

Microrganismos transitorios adquiridos do meio ambiente podem ser abundantes em
grupos microbianos intestinais dos animais (KING et al., 2012; PIERCE et al., 2016). O
terceiro taxon mais abundante em nosso conjunto de dados foi o pertencente ao filo
Cyanobacteria que sdo absorvidas como alimento por bivalves (AVILA-POVEDA et al., 2014),
indicando que a abundancia deste filo no trato digestivo do L. fortunei pode estar relacionado
passagem temporaria no processo digestivo do mesmo.

Além disso, a classificacdo taxondmica da microbiota, baseada no gene 16S rRNA,
revelou que a microbiota do L. fortunei detinha entre as OTUs membros do género
Enterobacter, Elizabethkingia, Gimesia e Chyseobacterium. Alguns desses géneros bacterianos
foram detectados em mexilhdes marinhos, como Mytilus sp. (L1 etal.,2018; SCHIL etal., 2017;
UTERMANN et al., 2018; VEZZULLI et al., 2018) e Brachidonte s sp. (CLEARY etal., 2015;
CLEARY; POLONIA, 2018). No mais a andlise e a caracteriza¢dao do perfil da microbiota em
estudo mostraram as espécies de bactérias, mais abundantes relativamente para cada periodo
amostrado. No inverno a Enterobacter tabaci (23%), teve maior abundancia relativa entre todas
as espécies identificadas e as amostras do verdo o microrganismo com maior abundancia
relativa foi a Synechococcus rubescens (9%). A quantidade elevada desses tdxons presente no
trato digestivo do L. fortunei sugere uma associa¢do funcional com o hospedeiro, como o
envolvimento microbiano no metabolismo de nutrientes e fonte de nutrigdo do mesmo.

No que diz respeito a microbiota elementar, o diagrama de Venn revelou OTUs
compartilhadas em nivel de Espécie, em termos quantitativos. O mesmo apresentou que 142
OTUs foram compartilhadas entre as amostras digestivas do inverno e verdo, ou seja, 13% das
OTUs nao foram influenciadas pelo periodo coletado, indicando uma core microbiota, que ¢
definida como o grupo de microrganismos comumente encontrados dentro do microbioma de
um hospedeiro, através das fronteiras de espago e tempo, com base na sua persisténcia
(HERNANDEZ-AGREDA, 2017). Dentre as espécies comuns as duas estagdes do ano, a

Chryseobacterium vietnamense, Cyanobium gracile, Synechococcus rubescens, Arenimonas
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maotaiensis € Chthoniobacter flavus, totalizando 59% do total de OTUs compartilhadas entre
os conjuntos. Essas estdo presente em ambientes naturais, como a C. vietnamense isolada do
solo florestal no Vietna (LI, ZHU, 2011), C. gracile 4gua doce da lagoa Adongji, Korea
(KWON et al., 2021), S. rubescens isolada de solo na Holanda (REIMER et al., 2022), A.
maotaiensis isolada da agua doce Rio Chishui, China (YUAN et al., 2014), e C. flavus isolada
de solo de pastagem na Australia (SANGWAN et al., 2004). Os relatos sobre a presenga desses
microrganismos sao escassos, mas como sao isoladas principalmente de solo e 4gua, indicam
que a sua abundancia relativa alta no trato digestivo do L. fortunei coletado em diferentes

estacdes do ano, tenha relagdo com a nutrigdo do molusco.

2.2.5 Conclusoes

De acordo com as nossas conclusdes, o L. fortunei que ocorre na regido do alto Rio
Uruguai, possuem uma microbiota que se diferencia entre as estagcdes do ano inverno e verao.
Onde as comunidades microbianas presente no trato digestivo do L. fortunei, apresentaram
maior riqueza e diversidade bacteriana em amostras do verdo, que possuia a temperatura
significativamente mais elevada do que no inverno. Apesar disto, os filos dominantes no trato
digestivo do mexilhdo-dourado eram dominados por Proteobacteria, Bacteroidetes e
Cyanobacteria, independentemente da estagdo do ano. Além de identificar 142 OTUs
compartilhadas entre as amostras digestivas do inverno e verdo que nao sofreram influéncia do

periodo coletado, indicaram a formag¢ao de uma core microbiota.
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DADOS SUPLEMENTARES

Tabela suplementar 1:

Reservatorio Coordenadas Geograficas
UHE Barra Grande 27° 46'45" S 51°11' 05" W
UHE Barra Grande 27°46'45" S 51°11' 05" W
UHE Barra Grande 27° 46'45" S 51°11'05" W

UHE Campos Novos ~ 27°37'21,3"S 51°07'53,1 W
UHE Campos Novos  27°36'19,6" S 51°13'16.5" W
UHE Campos Novos  27° 36'19,6" S 51°13'16.5"W
UHE Machadinho 27°31'01,3" S 51°37'23,6"W
UHE Machadinho 27°30'12" S 51°40'37,5"W
UHE Machadinho 27°31'23,1"S 51°46'54.9" W
UHE Ita 27°28'56" S 52°38'30" W
UHE Ita 27°31'24" S 51°10' 75" W
UHE Ita 27°27'26,1" S 51°53'22"W
UHE Foz do 27°10'05"S  52°51'33"W
Chapeco
UHE Foz do 27°10'24"S 520521 24" W
Chapeco
UHE Foz do 27°08'50"S  53°02'22,1" W

Chapeco
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3 CONCLUSAO GERAL

No Artigo 1, foi possivel observar que a microbiota digestiva do Limnoperna fortunei
presente nos reservatorios de UHE do alto Rio Uruguai possuem uma microbiota que se
diferencia entre os pontos coletados, com variagdes de composi¢do do trato digestivo,
constatando a presenca dos Géneros de bactérias Dorea, Pseudomonas, Streptococcus e
Aeromonas, sugerindo que o L. fortunei bioacumula bactérias com potencial patogénico de risco
para saude humana e a de peixes. No entanto, ha necessidade estudos adicionas como
isolamento bacteriano, ensaios com a utilizagdo dessas bactérias in vitro e in vivo para avaliar
o potencial patogénico desses Géneros de microrganismos presentes na microbiota do trato
intestinal do mexilhdo-dourado. Outro estudo adicional sugerido ¢ o monitoramento para
detec¢do e quantificacdo desses microrganismos e se a sazonalidade influencia na concentracao
desses microrganismos. A adi¢gdo dos mesmos estudos incluindo outros fatores como
microbiota presente no solo e agua, para verificar a influéncias destes e a variagdo da
concentragdo no L. fortunei.

No Artigo 2, foi possivel verificar que a microbiota digestiva do L. fortunei se
diferencia entre as estagdes do apresentando maior riqueza e diversidade bacteriana em
amostras do verdo, que possuia a temperatura significativamente mais elevada do que no
inverno, ndo havendo diferenca entre os filos dominantes. Além disso, foi possivel identificar
142 OTUs compartilhadas entre as amostras digestivas do inverno e verdao que nao sofreram
influéncia do periodo coletado, indicaram a formacao de uma core microbiota. Para constatacao
desse fenomeno, ha necessidade de inserir analise de Metagendmica, de forma maia abrangente,

a fim de compreender amostras coletadas ao longo das estagdes do ano.
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