SAO LUCAS

- P AR A N A

/NFVA

THERRYNE SOUZA PECHEGOVSKI

AI}IALISE COMPARATIVA DA MICROBIOTA CUTANEA DE ESPECIES DO
GENERO Leptodactylus QUE OCORREM EM AREAS FRAGMENTADAS E
FLORESTAS CONTINUAS DE JI-PARANA, RONDONIA.

Ji-Parana
2021



THERRYNE SOUZA PECHEGOVSKI
NATALIA FARIA ROMAO

ANALISE COMPARATIVA DA MICROBIOTA CUTANEA DE ESPECIES DO
GENERO Leptodactylus QUE OCORREM EM AREAS FRAGMENTADAS E
FLORESTAS CONTINUAS DE JI-PARANA, RONDONIA.

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao Centro Universitario S&o Lucas Ji-Parana,
como parte dos requisitos para obtencéo de nota
da disciplina TRABALHO DE CONCLUSAO DE
CURSO Il no curso de Ciéncias Bioldgicas
Bacharelado, sob orientacéo da Professora Dra.
Natalia Faria Romao.

Ji-Parana
2021



Dados Internacionais de Catalogagcdo na Publicacéo - CIP

P365a Pechegovski, Therryne Souza.

Analise comparativa da microbiota cutanea de espécies do
géneros leptodactylus que ocorrem em areas fragmentadas e
floresta continuas de Ji-Parana, Rondonia. / Therryne Souza
Pechegovski. — Ji -Parand, 2021.

17 f.; 30 cm.

Artigo Cientifico (Graduacéao) — Centro Universitario S&o Lucas
Ji - Paran4, 2021.
Orientacdo Profa. Dra. Natalia Faria Roméao, Coordenacéo
de Ciéncias Biologicas.

1. Ciéncias Biolégicas. 2. Anfibios. 3. Microbiota Cutanea. 4.
leptodactylus. I. Titulo. Il. Rom&o, Natalia Faria.

CDU 567.6

Ficha Catalografica Elaborada pelo Bibliotecario Luciana Rhodius CRB 11/1051
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Resumo: E notorio que crescimento populacional e a falta de tratamento de esgotos,
fazem com que ambientes anteriormente conservados passem a se tornar
antropizados com a contaminacao de rios e igarapés, causando assim, parte do
declinio de populacdes de espécies inteira ou parcialmente aquaticas. Os anuros,
como animais bioindicadores, sdo de grande importancia ecoldgica, portanto,
necessitam de um ambiente que proporcione uma qualidade de vida favoravel a seu
ciclo de desenvolvimento- Para isso, a microbiota cutdanea € uma das defesas
primarias existentes no tegumento dos anfibios, que pode auxiliar no equilibrio
osmotico e na protecdo contra patdgenos exteriores causados pelo aumento da
poluicdo e a antropizacado de ambientes. A interacdo entre Anuro e Bactéria € muito
comum, pois ambas séo beneficiadas com a acéo de viverem juntas. Diante disso, 0
presente estudo teve como objetivo demonstrar a importancia da presenca da
microbiota cutadnea existente no tegumento de anfibios anuros do género
Leptodactylus sp., coletadas em diferentes ambientes na regido de Ji-Parana,
Rondoénia, evidenciando quais as principais espécies de bactérias podem ser
amostradas em cada ponto escolhido. Esta pesquisa trouxe dados relevantes
principalmente em relacdo a interferéncia da acdo antropica de poluentes além de
comparar a flora microbiana presente nas espécies de anuros que possuem muito e
pouca interferéncia antropica
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Antropizacéao.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF THE CUTANEOUS MICROBIOTA OF THE
SPECIES Leptodactylus THAT OCCUR IN FRAGMENTED AREAS AND
CONTINUOUS FORESTS OF JI-PARANA, RONDONIA

Therryne Souza Pechegovski

Natalia Faria Roméao

Abstract: It is well known that population growth and the lack of sewage treatment,
cause previously conserved environments to become anthropized with the
contamination of rivers and streams, thus causing part of the decline in populations of
species that are entirely or partially aquatic. Anurans, as bioindicator animals, are of
great ecological importance, therefore, they need an environment that provides a
quality of life favorable to their development cycle. For this, the cutaneous microbiota
is one of the primary defenses existing in the coat of amphibians, which can assist in
osmotic balance and protection against external pathogens caused by increased
pollution and the anthropization of environments. The interaction between Anuro and
Bacteria is very common, as both benefit from the action of living together. In view of
this, the present study aimed to demonstrate the importance of the presence of the
cutaneous microbiota existing in the anuran amphibian tegument of the genus
Leptodactylus sp., Collected in different environments in the region of Ji-Parana,
Rondodnia, showing which are the main species of bacteria be sampled at each chosen
point. This research brought relevant data mainly in relation to the interference of the
anthropic action of pollutants in addition to comparing the microbial flora present in

anuran species that have a lot and little anthropic interference.

Keywords: Amphibians. Bioindicators. Cutaneous microbiota. Leotodactylus.

Anthropization

1. INTRODUCAO

Grandes mudancas ambientais e o crescimento industrial e populacional, tem sido
pontos cruciais para o comprometimento da qualidade ambiental ao que se refere ao solo,
ar e principalmente a polui¢do hidrica (AGUIAR, 2002; GONCALVES, 2015). Este aumento

desenfreado da poluicdo e da grande falta de saneamento basico em locais proximos as



grandes cidades tem se tornado cada vez mais preocupantes, principalmente pelo aumento
de despejos quimicos e rejeitos domésticos que podem acarretar sérios danos a saude de
individuos presentes na biodiversidade local (CAREY; COHEN; ROLLINS-SMITH, 1999;
DA SILVA, 2018; LIPS et al., 2006).

Tendo em vista que a agua € um fator fundamental para a manutencdo dos
ecossistemas, 0s anuros, que por serem animais altamente bioindicadores e possuirem seu
desenvolvimento e sobrevivéncia intimamente ligados ao meio aquatico, acabam sendo um
dos mais prejudicados com a presenca de efluentes que contaminam diretamente estes
habitats (BOER & HOEIJIMAKERS, 2000; CARITA, 2010).

Devido a esta grande exposicdo ao ambiente, a pele dos anuros, que possui um
papel fundamental na respiracdo cutdnea e na obtencdo de um bom desempenho na
homeostase do corpo, precisa contar com as principais barreiras e mecanismos naturais de
defesa existentes no proprio tegumento (ASSIS, 2012; ZASLOFF, 2002). E  importante
salientar que, embora ainda ndo seja amplamente conhecida, uma das grandes fontes de
protecdo que objetivam o principal foco deste estudo, sdo as bactérias que compde a flora
da microbiota cutanea dos anfibios (ASSIS, 2012, 2016; CAREY; COHEN; ROLLINS-
SMITH, 1999).

Essa flora € um componente natural e primordial contra os agentes patoldgicos que
estdo presentes no meio ambiente, uma vez que bactérias e fungos encontrados na pele
dos anuros sdo capazes de atuar juntamente as glandulas secretoras de muco e
substancias contendo moléculas de peptideos (PAM’s) as quais fazem parte do sistema
imune inato, sendo capazes de complementar a defesa de seu hospedeiro impedindo o
desenvolvimento desenfreado de outras bactérias, virus, protozoarios e outros parasitas
responsaveis por debilitar a satde de anfibios, permitindo também a permanéncia de certas
espécies bacterianas, moldando assim a microbiota cutdnea de cada espécie destes
individuos de acordo com seus habitats (ASSIS, 2016; FALICO, 2014; PEIXOTO et al.,
2020).

O descobrimento dos efeitos de protecdo que a microbiota natural possui sobre a
pele dos anuros, tem sido o principal responsavel por promover cada vez mais pesquisas,
tanto destinadas a desvendar sobre outros beneficios promovidos pela simbiose entre estes
individuos, quanto ao tipo de espécies que compdem a flora bacteriana responsavel pela
protecéo da pele dos anuros (HARRIS et al., 2006, 2009; IBARRA, 2016).

Sendo assim, € incontestavel a importancia do estudo e amostragem voltada a

relagbes entre estes diferentes organismos que atuam em conjunto para a protecéo e



beneficio de ambos, tendo em vista novas descobertas e medidas que possam contribuir
para a preservacdo e mitigacdo da perda da biodiversidade destes individuos (IBARRA,
2016; PEIXOTO et al., 2020; ZASLOFF, 2002).

Diante disto, o presente estudo teve como objetivo demonstrar a importancia da
presencga da microbiota cutanea na pele dos anuros e evidenciar através de identificagédo
dos morfotipos se ha diferenca na diversidade microbiana dos dois pontos de amostragem
e se habitats fragmentados e poluidos podem influenciar nas caracteristicas
microbiologicas da pele dos anuros em fragmentos florestais do municipio de Ji-Parana,

Rondonia.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO

As amostras de secrecdo cutanea (anuros Leptodactyllus sp.) foram
coletados em 2 pontos diferentes a que caracterizam dois tipos de habitats, sendo o
Ponto 1 um fragmento florestal continuo, estando localizado na coordenada 10°57°28”
S e 61°54’12” O (Figura 1), correspondendo a Area do Ronddnia Rural Show (RRS)

no municipio de Ji-Parana Rondonia.

‘F’ONTO 1

Figura 1 - Imagem de satélite da trilha em mata de floresta continua, localizada na Ronddnia Rural
Show (RRS) situada no Municipio de Ji-Parand, Estado de Rondbnia. Fonte: Google Earth, 2020.



O ponto 2 trata-se de um fragmento florestal antropizado, localizado na
coordenada 10°53’17” S e 61°56’17” W, situado no Parque Ecolégico do Municipio de
Ji-Parana-RO (Figura 2).

L‘

PONEO 2

1 ‘:’

|

WA e e |
Figura 2 - Imagem de satélite da trilha em mata com fragmentacao por interferéncia humana, localizada
no Parque Ecoldgico, situada no Municipio de Ji-Parana, Estado de Rondé6nia. Fonte: Google Earth,
2020.

Os locais escolhidos para a coleta se tratam de locais distintos, onde é possivel
observar um local afastado da area urbana, sem interferéncia humana direta, por se
tratar de uma floresta continua (figura 1), em contraste a uma area fragmentada com

alto indice de interferéncia antropica (figura 2).
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Figura 3 - Mapa de referéncia e localizacdo geografica dos pontos de coleta, Ji-Parana, Rondénia,
Brasil. Fonte: Limites Territoriais IBGE 2020; Datum: SIRGAS 2000;

2.2 ESPECIE DE ESTUDO

Para a realizacdo do presente estudo, foram escolhidos os anuros do género
Leptodactyllus por se tratar de um dos géneros que estdo mais intimamente ligados
ao meio aquatico, além de ser um dos géneros mais envolvidos testes bioldgicos de
avaliacdo da qualidade da agua, tornando-se excelente ferramenta de estudos sobre
este tema (DA SILVA, 2018; SAYED et al., 2020).

Este género pertence a familia Leptodatilidae, mais conhecidas como rés de
dedos finos, fortemente encontrada na bacia amazbnica. Pode ser localizada
principalmente no chéo, préximos a agua, onde podem ter seus ovos para gue seus
girinos se desenvolvam em agua lenta (ASSIS, 2016; GONCALVES, 2015). Espécies
do género sdo altamente adaptaveis a ambientes antrépicos e expostos a agdes
humanas, desde que este, contenha pequenos habitats alagadigcos onde possam viver
e se reproduzir (ASSIS, 2012; DA SILVA, 2018).



Figura 4 — Anuros do género Leptodactylus capturados por busca ativa noturna; A) Individuo
capturados no ponto de coleta nimero 1; B) Individuo capturado no ponto de coleta nimero 2;

2.3 COLETA DE MICROBIOTA

Para a coleta de anuros utilizou-se a metodologia de busca ativa noturna ao
entorno de represas, nascentes, igarapes, regides de varzea e serapilheira, presentes
em ambos os pontos de coleta. Assim que capturados foram previamente higienizados
com agua destilada para que fosse retirado todo o excesso de residuo, matéria
organica e consequentemente as bactérias transitorias sobrepostas sobre a pele dos
anuros, afim de evidenciar apenas as bactérias residentes na microbiota de cada
individuo.

Com auxilio de um swab estéril, foram coletadas amostras das regides de toda
a extensdo do dorso, ventre e regiao lateral, exceto na cabeca, e regido gular do
animal acondicionando em seguida o swab em tubos de ensaio com 10 ml solucéo de
salina a 0,9% (NacCl).

-

Figura 5 - A) Material utilizado para a coleta de amostras do tegumento dos anfibios; B) Higienizagao
do anuro com agua destilada estéril para remogé&o de excesso de matéria organica e C) Coleta da
microbiota cuténea residente no tegumento dos anfibios com auxilio de um swab estéril.

Foram realizadas 7 amostragens em cada um dos pontos de coleta e para cada
individuo capturado foi utilizado um swab estéril e luvas novas e limpas para que néo
houvesse risco de contaminacdo com o material coletado de outro individuo.

Apés a coleta das secregdes cutaneas, cada individuo foi imediatamente



devolvido a seu habitat no sentido contrario de onde as coletas estavam sendo
realizadas, evitando riscos de reincidéncia do mesmo individuo.

As amostras coletadas foram dispostas em tubos de ensaio contendo 10 mi
com solucao de NaCl (0,9%), a qual foram acondicionadas em caixas isotérmicas
levadas ao laboratério de microbiologia do Centro Universitario Sdo Lucas Ji-Parana,
localizado em Ji-Paran&, Rondonia.

Esta pesquisa foi submetida e autorizada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Centro Universitario S&o Lucas Ji-Parané sob n° 76496.

2.4  CULTIVO DAS BACTERIAS

O cultivo das bactérias seguiu a metodologia descrita por Assis (2016). Para a
melhor contagem e identificacdo das bactérias realizou-se diluicdo seriada multiplos
de 10 (10%, 102 e 10%). Apds a diluicdo, cada amostra diluida foi inoculada em placas
de Petri contendo meio de cultura de com baixo teor de crescimento (R2A Agar
DIFCO) pelo método de esgotamento em placas, para assim possibilitar melhor
observacéao do crescimento de uma maior diversidade de bactérias presentes em cada

amostra e seus respectivos morfotipos.

Figura 6 — Realizacdo das analises no laboratério de Microbiologia da Universidade Séo
Lucas Ji-Parana.
z o

Legenda: A) Tubos com amostras e suas respectivas diluicdes em triplicatas; B) Realiza¢&o do
processo de dilui¢cdo seriada; C) Método de esgotamento em meio de cultura agar R2A (DIFCO).

Apés a inoculacao das amostras, as placas foram encubadas em estufa a 37°c
por um periodo de 48h. Depois do periodo de incubacdo foram devidamente
realizadas a contagem das col6nias utilizando o método padrdo CHP (Contagem de
Colbnias Heterotréficas) com a utilizacdo de um contador de coldnias (Phoenix®) para
a melhor visualizacdo e analise dos aspectos morfologicos de cada unidade formadora

de colénia (UFC) a fim de evidenciar através do tamanho, cor, formato, borda e



aspecto o crescimento de diferentes tipos de bactérias que pertencem ao tegumento
dos anfibios, estas variacbes de morfotipos foram avaliados para cada individuo e
isoladamente a cada ponto de coleta.

Também foram realizados testes tintoriais de coloracédo de Gram e microscopia
em cada um dos grupos de morfotipos encontrados, evidenciando a densidade de
bactérias Gram positivas e Gram negativas encontradas em cada um dos pontos de

amostragem.

Figura 7 - Procedimento de coloracéo de bactérias gram positivas e gram negativas.

Legenda: A) Esfregaco da amostra em lamina para colora¢do; B) Preparacdo das a coloracdo; C)
Coloracéo das laminas com Cristal violeta, Lugol, Alcool e fuccina;

Os resultados foram computados no software Microsoft Office Excel, em
seguida os dados foram transferidos e analisados no programa de estatistica
OriginPro 2019 (OriginLab®).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram amostrados 14 espécimes do género Leptodactylus sp., da ordem
Anura, pertencentes a ordem Leptodactylidae, procedentes em dois pontos (P1 e P2).
E importante ressaltar que além desta pesquisa proporcionar resultados onde
demonstram parametros de densidade e morfotipos bacterianos, também foi possivel
ver ocasionalmente a diferenca de tamanho dos individuos encontrados em cada um
dos pontos de coleta.

Considerando o supracitado, durante as capturas foi possivel observar que os

individuos no ponto 1 puderam apresentar uma diferenca visivel de tamanho em



comparacao com os individuos coletados no ponto 2, como pode ser demonstrado no

grafico abaixo.

Tamanho dos Individuos m Ponto 1
Ponto 2

I
I I
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Gréfico 1 - indice dos tamanhos dos individuos dos pontos de coleta 1 e 2.

Os espécimes do fragmento florestal (ponto 1) geralmente encontrados em
pocas de agua temporaria e em locais alagadicos sem presenca de lixo, puderam se
mostrar visivelmente maiores e mais robustos, contendo em média, tamanhos de 5 e
10 centimetros. Ja os individuos capturados em ambiente antrépico (ponto 2) foram
encontrados em locais alagadicos e em serrapilheira com grande incidéncia de lixo e
entulhos, identificados por sendo individuos com média de tamanho de 3 a 6
centimetros, apresentando-se bem menores e mais ativos que os individuos do ponto
de coleta anterior.

N&o foi possivel dizer com clareza o principal motivo da diferenca entre os
tamanhos dos individuos coletados nas areas de estudo, no entanto esta divergéncia
pode estar diretamente ligada a caracteristicas dos ambientes em que se encontram
os dois pontos de coleta.

De acordo com ASSIS (2012) e ZASLOFF (2002) grandes mudancas
ambientais, tais como presenca de lixo e rejeitos domésticos podem influenciar e
proporcionar a presenca de individuos que estejam mais propicios e adaptados a
suportar condicdes onde o ambiente é considerado mais impactados, bem como em
ambientes mais preservados pode ser encontrado espécies com indice bioindicador
de qualidade muito mais elevado, explicando a discrepante diferenca morfologica dos

anfibios coletados nas duas areas.



Com relagédo ao célculo de densidade de unidades formadoras de col6nias
(UFC) e a comparacéo entre as diversidades morfoldgicas microbianas foi utilizado o
teste Anova- Kruskal- Wallis a 5% de significancia (p<0,05) no programa OriginPro

2018, onde foram estimados valores de acordo com a quantidade de UFC/mL.

Densidade bacteriana total

Individuo Ponto 1 Ponto 2
1 2620 2618,75
2 9591,67 2170,83
3 7325,00 10875
4 7425 416,67
5 781,25 803,13
6 687,5 20142,86
7 3058,33 1103,13

Tabela 1 - Densidade total das bactérias encontradas nos dois pontos de coleta,

Como pode se observar na tabela 1 esta descrita a densidade total amostrada
em cada individuo de cada ponto de coleta. Ja& no grafico 2, estdo demonstrados os
valores da densidade média total das Unidades Formadoras de Colbnias (UFC)
amostradas na pele de Leptodactylus sp., onde foi de 5,2 x 10° UFC/mL (desvio-
padrdao= 927,8), com intervalos de confianca de 1984,26.

Usando um nivel de significancia de 0,05, o teste Kruskal- Wallis demonstrou
gue os pontos 1 e 2 ndo apresentam diferenca estatisticamente significativa em

relacdo ao numero de UFC/mL dos individuos amostrados. (Grafico 2)
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Gréfico 2 - Distribuicdo de variancia da densidade bacteriana de UFC/mL em dois pontos de
amostragens da microbiota de anuros do género Leptodactylus.

Diante destes dados, pode-se dizer que ndo foi observada diferenca na
densidade bacterianas entre ambientes preservados e ambientes antropizados como
o esperado.

Dando continuidade as analises, foram identificados 21 morfotipos de colbénias
bacterianas, considerando-se todas as amostras. A média de morfotipos por individuo

foi de 5,6 independente do ponto de coleta.
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Gréfico 3 - Caracterizagdo da média de morfotipos encontrados nos dois pontos de coleta.

Apesar de as duas areas nao apresentarem taxa de variacdo significante nos

dados estatisticos, o maior indice de riqueza de morfotipos foram provenientes em



individuos capturados no ponto 1, apresentando ao todo 9 morfotipos.

E importante evidenciar que a regido em que se encontrou a maior riqueza de
morfotipos esta caracterizada por ser um fragmento florestal continuo, portanto
considerada mais preservada, no entanto ao comparar a riqgueza de morfotipos entre
0s pontos de coleta, ndo houve diferenca estatisticamente significativa.

Equation y =a+ b*x
Intercept 2706,07031 + 2928,1699
Slope 224,48257 + 488,5132

1,2X104 = Pearson's r 0,1315
R2 0,01729
|
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Grafico 4 - Densidade total da variancia dos morfotipos registrados nas analises realizados nos dois
pontos de coleta.

Uma maior densidade poderia ser explicada por uma maior riqueza bacteriana,
assim para investigar essa relacao o coeficiente correlacdo de Spearman foi aplicado.
O resultado dessa andlise revelou que existe uma baixa relacdo linear entre a
densidade e rigueza bacteriana na microbiota cutanea de Leptodactylus sp, como

pode ser evidenciado no grafico 4.

4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se definir que as caracteristicas da
microbiota cutanea e de sua riqueza tanto em relacéo a densidade e morfotipos pode
ser variada desde individuos pertencentes ao mesmo local e também de individuos
locais distintos.

Diante disso, é possivel evidenciar que podem existir variacdes da microbiota
cuténea tanto na composicdo da microbiota quanto na densidade representada, no

entanto, neste caso, como houve apenas uma pequena variagéo entre as



caracteristicas bacterianas encontradas, pode-se observar que os fatores ambientais
nao tiveram interferéncia direta na densidade microbiol6gica e nas caracteristicas da
microbiota cutdnea dos individuos presentes nos dois pontos de amostragem, mas
sim, somente no tamanho e na morfologia dos anuros capturados para a realizagcao
desta pesquisa.

Ainda séo poucos os dados encontrados na literatura em relagdo a composicao
da microbiota presente na pele dos anfibios, impossibilitando a eventual comparacéo
com estas caracteristicas presentes em outros individuos ou até mesmo na mesma
espécie de estudo em outras regides do pais.

Contudo € importante ressaltar a necessidade de novos estudos mais
aprofundados sobre a relacdo microbiota cutanea e anfibios para que, além de
possibilitar cada vez mais o conhecimento deste vasto mundo, poder conhecer mais
sobre a acao destes microrganismos e destacar medidas voltadas a conservacéo
contra eventuais patdgenos que podem ocasionar a perda de grande parte da

biodiversidade.
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