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RESUMO

A comunidade bacteriana € um componente chave da alga microbiana na cadeia trofica
em ecossistemas aquaticos, atuando na ciclagem de matéria organica e fluxo de energia.
O estabelecimento de modelos experimentais para estudo de bactérias aquaticas €
essencial para entendimento de fatores isolados que interferem na dinamica da
comunidade bacteriana. A radiagdo ultravioleta é uma radiacdo ndo ionizante que
constitui cerca de 9% da radiagdo solar que incide em ecossistemas aquaticos.
Potencialmente, a radiacdo solar pode induzir mudangas na composi¢do da comunidade
bacteriana, capaz de alterar diretamente a estrutura celular das bactérias provocando
principalmente danos no DNA, proteinas e outras moléculas. O crescente aumento da
incidéncia da radiacdo ultravioleta sobre os ecossistemas aquaticos torna importante
estudos que contribuam na avaliacdo de seus efeitos em bactérias, a nivel celular e de
comunidade. O presente trabalho teve por objetivo estabelecer um modelo de cultura de
bactérias aquéticas de agua doce e investigar a acdo da radiagdo ultravioleta sobre a
comunidade bacteriana cultivavel. Para estabelecimento de culturas bacterianas,
amostras foram coletadas do reservatorio do Funil (RJ), submetidas a diluicdo seriada e
semeadas por técnica de “spreat-plate” em dois meios de cultura sélidos ndo seletivos:
R2A e TSA. Colbnias foram caracterizadas por aspectos morfolégicos e transferidas
para meio liquido ndo seletivo, TSB. A curva de crescimento bacteriano foi estabelecida
por densidade Optica através de espectrofotometria e por densidade bacteriana com
utilizacdo de marcador fluorescente (DAPI). Bactérias em meio liquido foram
submetidas a radiacdo ultravioleta (UV-A+UV-B) durante trés horas. A cada hora foram
retiradas amostras e analisadas: (i) curva de crescimento por densidade Optica e
densidade bacteriana, (ii) viabilidade celular, utilizando kit BacLight por microscopia
de fluorescéncia e (iii) ultraestrutura e integridade ultraestrutural, por microscopia
eletrénica de transmissdo (MET). Nossos resultados apontaram que o uso de diferentes
meios de cultura (R2A e TSA) possibilitou o estabelecimento de um modelo de cultura
de bactérias aquaticas de agua doce. O meio R2A foi considerado o mais indicado para
o cultivo de bactérias aquaticas, pois possibilitou o crescimento de maior diversidade de
morfotipos de coldnias (6). Analises da curva de crescimento bacteriano durante a
exposicdo a radiacdo ultravioleta demonstraram uma queda na densidade bacteriana,
quando avaliadas por densidade Optica e densidade de células. A radiacdo ultravioleta
induziu aumento significativo na mortalidade de bactérias aquéticas cultivaveis,
conforme demonstrado pelas andlises de viabilidade celular. Apo6s trés horas de
exposicdo a radiacdo, ocorreu aumento significativo de ceélulas inviaveis em
comparagdo com o grupo controle e com a primeira hora de exposi¢do. Nossos dados
também demonstraram que o tempo de exposicdo a radiacdo ultravioleta interfere
negativamente no crescimento e positivamente na mortalidade das bactérias aquéticas.
A MET revelou consideravel diversidade ultraestrutural de bactérias aquaticas no
modelo de cultura estabelecido. Andlises ultraestruturais demonstraram que a radiagdo
ultravioleta induz alteracfes morfolégicas em bactérias aquéticas assim como morte
desses microorganismos. A radiacdo ultravioleta também induziu maior frequéncia de
bactérias gram-positivas com camada S e/ou capsula, o que pode estar relacionada com
adaptacdes morfoldgicas. A maioria das bactérias gram-positivas encontradas no grupo
UV estava integra, sugerindo papel protetor da camada S & radiagdo ultravioleta. Em
contrapartida, bactérias gram-negativas foram mais afetadas pela radiagdo ultravioleta.
Estes resultados reforcam que bactérias aquéticas em cultura possuem mecanismos de
reparo a danos causados pela radiacdo ultravioleta. Em conjunto, os resultados do



presente estudo demonstraram que a radiagdo ultravioleta afeta a comunidade de
bactérias aquaticas de &gua doce, induzindo alteragdes ultaestruturais e morte. Além
disso, estabeleceu-se um modelo de cultura de bactérias aquaticas de adgua doce que
pode contribuir para o entendimento de diferentes aspectos da comunidade bacteriana e
para outros estudos de estresses ambientais.

Palavras-chave: Bactérias aquaticas. Cultura de bactérias aquaticas de agua doce.
Radiagdo ultravioleta. Microscopia eletronica de transmisséo. Curva de crescimento
bacteriano. Ultraestrutura bacteriana. Morte celular.



ABSTRACT

Aquatic bacteria is a key component of microbial loop in the aquatic food web. These
organisms have important roles in the cycling of organic matter and energy flow in
aquatic ecosystems. Experimental models using aquatic bacteria are essential for
understanding how isolated factors affect bacterial communities dynamics. Ultraviolet
radiation is a non-ionizing radiation which corresponds to 9% of solar radiation that
falls on the aquatic ecosystems. It shifts bacterial communities composition and induces
cellular changes by damaged caused in DNA and proteins structures. Because the
incidence of ultraviolet radiation on aquatic ecosystems has been increasing, studies
focused on the effects of this radiation on bacteria at both cellular and community level
are very important. The present work aimed to establish a culture model of freshwater
aquatic bacteria and investigate the action of ultraviolet radiation on the cultured
bacterial community. For bacterial cultures, samples were collected from Funil
Reservoir (RJ), serially diluted and spread-plate in two non-selective solid culture
media: R2A and TSA. Colonies were characterized through morphological aspects and
transferred to non-selective liquid media (TSB). The grown curve was established by
optical density through spectrophotometry and by cell density using a fluorescent
marker (DAPI) through fluorescence microscopy. Liquid cultures were exposed to
ultraviolet radiation (UVA+UVB) during three hours. Hourly samples were collected
and the following parameters were analyzed: (i) growth curves by optical density and
cell density; (ii) cellular viability using the Baclight kit; and (iii) ultraestructural
changes by transmission electron microscopy (TEM). The use of different culture media
(R2A and TSA) enabled the establishment of a freshwater aquatic bacteria model. A
higher number of morphotype colonies was observed when R2A medium was used and,
therefore, this culture medium was considered more suitable for culturing aquatic
bacteria.Bacteria exposed to ultraviolet radiation showed a decreased bacterial density,
as measured by optical and bacterial density. Ultraviolet radiation induced a significant
increase of the aquatic bacteria mortality in culture, as demonstrated by the cell viability
evaluations. On the third hour of exposure to ultraviolet radiation, we detected a higher
number of non-viable cells in comparison with those found after the first hour of
radiation exposure and controls. Moreover, our data also demonstrated that the
ultraviolet exposure time negatively interferes with the aquatic bacterial growth and
positively with aquatic bacterial mortality. TEM revealed great ultraestructural diversity
of aquatic bacteria in the culture model and demonstrated that ultraviolet radiation
induces ultraestructural changes and death in aquatic bacteria. In the ultraviolet
radiation-treated-group, it was found a higher frequency of gram-positive bacteria with
S-layer and/or capsule than in control group. Most gram-positive bacteria in UV group
presented intact ultraestructure. In contrast, gram-negative bacteria were more affected
by the ultraviolet radiation. These findings indicate that the S-layer have a protective
role against ultraviolet radiation and that repair mechanisms were likely triggered by the
bacterial community in response to this radiation.. Altogether, the results of the present
work demonstrate that the ultraviolet radiation affects fresh water bacterial communities
in culture by inducing ultrastructural changes and cell death. Moreover, it was
established a culture model of fresh water bacteria that may contribute to the
understanding of different aspects of the bacterial community and other studies focused
on environmental stress
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1 INTRODUCAO

1.1 BACTERIAS AQUATICAS: CONSIDERAGOES GERAIS E IMPORTANCIA TROFICA

As bactérias s80 microrganismos procariotos encontrados nos mais diversos
habitats, ocorrendo em ambientes extremos, como na auséncia de oxigénio e de luz e em
altas temperaturas. As bactérias estdo entre os seres vivos mais antigos, colonizando
nosso planeta ha cerca de 3,5 milhGes de anos, sendo abundantes em sistemas aquaticos
continentais e marinhos, na ordem de grandeza de 102 a 10° células/mL (Azam et al.,
1983; Singee, 2005). Nos ambientes aquaticos, as bactérias encontram-se entre 0s
menores organismos. As formas planctonicas (Fig. 1) medem, em geral, de 0,2 a 0,5
pm, mas podem atingir até 100 um quando se desenvolvem aderidas a superficies ou
em sedimentos. As células bacterianas possuem, na sua maioria, 0 tamanho entre 0,2-
2um, fazendo parte do picoplancton, contudo sdo encontradas células inferores a 0,2um,

pertencendo ao fentoplancton.

Figura 1: Classificacéo planctdnica baseada no nicho ecoldgico e classe de
tamanho. Em destaque (retangulos vermelhos) o bacterioplancton. Adaptado de
Soares, Lobéo et al (2011).

16



Trabalhos pioneiros de Pomeroy (1974) e Azam et al. (1983) reconheceram o
potencial importante de bactérias aquaticas na ciclagem de matéria dos oceanos. O
bacterioplancton é, de fato, um componente chave na cadeia tréfica de ambientes
aquéticos, principalmente por sua grande variedade metabdlica, conforme demonstrado
por diversos estudos posteriores (Del Giorgio e Cole, 1998; Ducklow, 2000; Klug,
2005; Pomeroy et al., 2007; De Carvalho e Fernandes, 2010). Considerando a obtencao
de carbono celular com principal classificagdo metabdlica, encontram-se bactérias
autotroficas, quando o carbono € obtido pela reducdo de CO,, e heterotroéficas, quando
este é obtido pela reducdo de substéncias organicas (Kalff, 2001). Estas Gltimas estdo
entre 0s principais grupos procariontes dos sistemas aquaticos (Singee, 2005). As
bactérias ainda podem ser classificadas quanto a fonte de energia utilizada na oxidacao
da matéria orgéanica, como quimiossintetizantes e fotossintetizantes, e pela fonte de
elétrons necessaria ao crescimento, como organotroficas e litotroficas (Kalff, 2001).

A comunidade bacteriana tem sido reconhecida, desde os primdrdios da
Ecologia, como decompositora da matéria organica, assumindo papel central no retorno
dos nutrientes para 0s ecossistemas aquaticos e terrestres. Como exemplo, cita-se o
trabalho classico de Lindemann (1942), onde as bactérias foram considerados 0s
primeiros organismos dentro da cadeia tréfica microbiana (Lindeman, 1942). Nas
teorias modernas, o papel das bactérias esta baseado no mecanismo de consumo da
matéria organica, ou carbono orgénico dissolvido (COD), e sua transformacdo em
matéria orgénica particulada (COP). Desta forma, o carbono que se encontrava
teoricamente inacessivel aos organismos heterotroficos, € reintroduzido nas teias
alimentares (Fuhrman e Azam, 1980). O termo “elo microbiano” ou *“alga microbiana”
("microbial loop™) foi inicialmente sugerido para designar a cadeia alimentar que inclui
as bactérias e seus principais predadores, 0s protozoarios (Azam et al., 1983).

Atualmente, acredita-se que grande parte do fluxo de carbono nos ecossistemas
aquaticos flui através das bactérias (Pomeroy et al., 2007), sendo este elo um
componente de uma teia alimentar microbiana muito mais complexa. Portanto, na
pratica, se torna dificil separar o0 elo microbiano das teias alimentares microbianas,
porque as interacdes nesse nivel incluem todos os organismos unicelulares procariontes
e eucariontes, autotréficos e heterotroficos. Segundo Sherr e Sherr (1988), existem
tantos elos diretos entre algas e microrganismos heterotroficos que o elo microbiano ndo
pode ser separado do restante da teia alimentar microbiana. Uma visdo mais ampla das

17



teias alimentares microbianas e sua relagdo com os niveis tréficos superiores

encontram-se representadas na Fig. 2.

Autotrofos

Fitoplancton

Bactérias
Heterotroficas

Flagelados

Ciliados

Alca Microbiana

Heterdétrofos

Figura 2: Esquema de interacdes troficas da cadeia microbiana,
adaptado de Sherr &Sherr (1988).

A alca microbiana tem papel relevante na absor¢do e recuperacdo de matéria
organica dissolvida e na transferéncia para niveis superiores, fazendo desta, uma via
importante para o fluxo de energia e ciclagem de nutrientes em ambientes aquaticos
(Azam et al., 1983). A eficiéncia com que as bactérias convertem a matéria organica
para a biomassa esta relacionada a quantidade de carbono que pode passar através delas
para niveis troficos superiores. Esta eficiéncia é resultado do balanco entre a producéo e
a respiragdo bacteriana, variando extremamente entre 0s sistemas aquaticos.
Geralmente, uma fragdo muito pequena (< 30%) da matéria orgéanica é convertida para
biomassa bacteriana, considerando quase todas as fontes de carbono (Del Giorgio e
Cole, 1998).

Vérios fatores abidticos e biodticos influenciam a abundéncia e a producéo da
comunidade bacteriana. Em alguns sistemas aquaticos, a abundancia e atividade
bacterianas parecem ser limitadas por fatores abidticos, tais como a temperatura e as
concentragdes de nutrientes, especialmente nitrogénio e fésforo (Coveney e Wetzel,
1988). Esta limitacdo se deve ao fato das bactérias utilizarem matéria orgénica pobre
nesses nutrientes, precisando recorrer a fontes adicionais na coluna d’agua. Uma vez

que bactérias e fitoplancton absorvem nutrientes disponiveis na coluna d’agua, pode-se
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concluir que, em alguns sistemas, ambas comunidades sdo competidoras (Wang, Miller
e Priscu, 1992). Outro controle é através da liberagdo de COD pelo fitoplancton, atraves
de produtos fotossintéticos, e pela autdlise e/ou lise causada por virus ou outras
bactérias (Wetzel, 2006). Durante a morte celular, a perda da integridade de membrana
libera COD composto por moléculas organicas simples de facil incorporacdo. O papel
do zooplancton estaria relacionado com o rompimento de células algais e a consequente
liberagdo de COD durante a predacdo e excrecdo de COD (Laybourn-Parry e Parry,
2000).

A radiacdo solar, especialmente a ultravioleta (UV), também contribui para o
aumento do COD em varios ecossistemas aquaticos. Esse processo esta associado com a
quebra dos compostos humicos de grande peso molecular que resulta no aumento das
concentracdes de moléculas organicas menores, mais facilmente utilizveis pela
comunidade bacteriana, influenciando o ciclo de carbono e as teias alimentares
microbianas nos ecossistemas aquaticos (Wetzel, 2006).

Desta forma, observa-se um controle positivo da comunidade bacteriana onde 0 Seu
crescimento é estimulado (1) pela liberacdo do COD pelos produtores primarios, (2)
zooplancton, (3) disponibilidade e qualidade de nutrientes, (4) predacgéo, (5) temperatura
e (6) quebra de moléculas organicas pelos raios ultravioletas. Por outro lado, o controle
negativo bacteriano é feito (1) pela queda do COD, (2) pelo efeito da predagdo
basicamente de ciliados e flagelados heterotroficos (Abreu, Biddanda e Odebrecht,
1992; Wetzel, 2006) e (3) lise celular causada pela infeccdo de bacteriéfagos (Fuhrman,
1999).

A comunidade bacteriana nos ecossistemas aquaticos flutua de acordo com as
mudancas fisico-quimicas do meio que circunda. Em ambiente onde ocorrem rapidas
variagOes espago-temporais, as bactérias precisam responder eficientemente a estas
mudancas, o que envolve adaptac6es fisioldgicas para suportar periodos de reducdo de
matéria organica e energia (Grossart, 2010).

1.2 ULTRAESTRUTURA BACTERIANA

A ultraestrutura bacteriana comegou a ser investigada em maiores detalhes a partir
das décadas de 50 e 60, devido a melhoramentos nas técnicas de microscopia eletrénica,
as quais proporcionaram uma andlise mais refinada da organizacdo bacteriana (Hoppert
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e Mayer, 1999). Contrariando a idéia que a célula bacteriana seria extremamente
simples, constituida por moléculas flutuantes. Hoppert e Mayer (1999) defenderam a
presenca de estruturas bem definidas com elevado nivel de organizacéo celular .

Bactérias sdo células tipicas que contém cerca de 70% em peso de dgua. A maior
parte desta dgua € no citoplasma onde serve como solvente para a solugdo concentrada
de ions, proteinas, &cidos nucleicos, precursores metabdlicos, e outras pequenas
moléculas (Benson, 1998), sendo envolvido por um sistema unitario de membrana.
Porcbes das células que possuem uma funcionalidade bioquimica especifica sdo
estruturalmente separadas do resto do citoplasma e consideradas como compartimentos
bacterianos (Benson, 1998; Hoppert e Mayer, 1999; Kerfeld, Heinhorst e Cannon,
2010).

De maneira geral, as bactérias sdo constituidas por uma membrana plasmatica que
delimita o citoplasma, onde sdo encontradas diversas estruturas, como ribossomos,
mesossomos, nucledides e alguns granulos. Algumas bactérias podem apresentar parede
celular, camadas capsulares externas e flagelo (Prescott, Harley e Donald, 2002).

Para o melhor entendimento do papel bacteriano dentro da cadeia trofica
microbiana, é essencial a compreensdo da sua morfofisiologia. As estruturas bacterianas

séo descritas em maiores detalhes a seguir.

1.2.1 Membrana Plasméatica

A membrana plasmatica € a estrutura responsavel pela separagdo do meio
interno e externo,promovendo a individualizacdo do citoplasma tanto em células
procaridticas, quanto em células eucaridticas. A membrana plasmatica bacteriana é
composta por proteinas (60%) e lipideos (40%), sendo os fosfolipidios os mais
importantes (Prescott, Harley e Donald, 2002). Quando observadas por microscopia
eletrénica de transmissdo (MET), a membrana apresenta-se com aspecto trilaminar
idéntico aos das células eucariotas, sendo constituida por uma bicamada lipidica de
lipideos assimétricos com uma extremidade polar e outra apolar, além de possuir
proteinas periféricas ou integrais.

A maioria das membranas bacterianas se diferencia das eucaridticas pela
auséncia de esterois. Além das interacGes hidrofobicas e pontes de hidrogénio, cations
como de Mg? e Ca? sdo responsaveis pela manutencdo da integridade da membrana
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(Silhavy, Kahne e Walker, 2010). A manutencdo da integridade da membrana celular é
vital para as bactérias, pois é protagonista da permeabilidade de solutos, responsavel
pela manutencdo energética das células, pela transdugdo de sinais e outros processos
mediados que produzem energia, além de manter a homeostase celular (Sikkema, De
Bonte e Poolman, 1995).

No transporte de solutos a membrana atua como uma barreira altamente seletiva,
impedindo a passagem livre de moléculas e ions, possibilitando a concentracdo de
metabdlitos dentro da célula. Além disso, a excre¢do de substancias também ocorre
através da membrana. Este transporte pode acontecer sem o gasto energético e com
gasto energético através de proteinas carreadoras (Trabulsi e Alterthum, 2004).

A producdo de energia acontece por transporte de elétrons e fosforilagcdo
oxidativa, pela presenca de citocromo e de enzimas da cadeia de transporte de elétrons
presente na membrana plasmatica, conferindo uma funcdo andloga a da membrana
interna das mitocéndrias em células eucariéticas (Prescott, Harley e Donald, 2002).

As enzimas de sintese de lipideos da membrana e outras classes de
macromoléculas estdo ligadas & membrana plasmatica. Quando sintetizadas, estas
moléculas sdo permeadas para a face externa por prolongamentos da membrana
plasmética que se unem & membrana externa, chamados de juncdo de Bayer (Trabulsi e
Alterthum, 2004). Na membrana encontram-se também proteinas do complexo de
duplicacdo de DNA.

Existem estruturas especializadas na membrana plasmatica, descritas por Fitz-
James (1960) como mesossomos e caracterizadas como invaginagdes multiplas da
membrana (Reavely e Burge, 1972), que desempenham papel importante na divisdo
celular, em analogia ao fuso mit6tico em células eucariotas, no transporte de elétrons,
concentrando enzimas envolvidas nesse processo, e na formacdo de endosporos
(Prescott, Harley e Donald, 2002; Trabulsi e Alterthum, 2004). A formacdo de
mesossomos pode ser artificialmente induzida por certos processos de preparacdo da
celula (etapa de fixacdo) e tratamentos com altas concentraces de glicerol (Higgins,
Tsien e Daneo-Moore, 1976). Com VAarios processos vitais acontecendo na membrana
plasmatica, a perda de sua integridade é irreversivel denotando inviabilidade ou morte

celular.
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1.2.2 Parede Celular

Hans Christian Gram distinguiu, em 1884, duas grandes classes de bactérias
denominadas gram-positivas e gram-negativas, baseados na retengdo do corante cristal
de violeta. Com o desenvolvimento da microscopia eletronica e técnicas bioquimicas
dos componentes celular, foi verificado que este fato se deve a diferenca na composigdo
de estrutura da parede celular (Benson, 1998).

Em grande parte das bactérias, a parede celular deve a sua rigidez e forca a uma
camada composta de uma substancia somente encontrada em procariotos, denominada
de mureina, mucopepetideo ou peptideoglicano. Trata-se de uma macromolécula
formada pela alternancia de N-acetil-glicosamina (NAG) e N-acetilmuramico (NAM)
ligados por pontes peptidicas. A forma das células é determinada pelo comprimento das
cadeias de peptideoglicano e pela quantidade de ligagdes entre suas subunidades
(Trabulsi e Alterthum, 2004; Cabeen e Jacobs-Wagner, 2005).

1.2.2.1 Parede celular de bactérias gram-positivas

Bactérias gram-positivas apresentam parede celular espessa (20 a 80nm) (Fig.
3), composta de de peptideoglicano (cerca de 75%) organizado em uma ou mais
camadas, proteinas e &cidos tecdicos. Acidos tecoicos inclui todos os polimeros
formados por residuos de glicerol e ribitol, e sdo divididos em dois tipos, aqueles
ligados ao peptideoglicano e aqueles intimamente ligados a lipideos da membrana
plasmética, chamados de &cidos lipotecoicos.

Os &cidos tecoicos tem como funcéo (1) facilitar a ligacéo e regulacéo de entrada
de cations na bactéria; (2) regular a atividade de enzimas (autolisinas) que atuam sobre
0 peptideoglicano permitindo a inser¢do de novas unidades no processo de divisdo
celular; (3) constituir sitios ligadores de bacteriéfagos; (4) servir de sitio de ligagdo com
o epitélio do hospedeiro e (5) constituir importantes antigenos celulares (Neuhaus e
Baddiley, 2003).

O esporo bacteriano, ou endosporo, sdo estruturas formadas por algumas
espécies de bactérias gram-positivas, quando o0 meio se torna carente de agua ou de
nutrientes essenciais. Na esporulacdo bacteriana, a MET, observa-se incialmente um
isolamento de pequena porcdo do citoplasma (contendo cromossomo, ribossomo e
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enzimas) por crescimento da membrana plasmatica. Entdo, camadas de peptideoglicano
sdo sintetizadas entre as membranas, seguida da eliminacdo de agua e formada,
exteriormente a essa estrutura, uma capa de proteinas. Essa diferenciacéo celular ocorre
em situacOes desfavoraveis do meio, e podem sobreviver a condigdes extremas, como
altas temperaturas, auséncia de agua, radiacdes e substéncias toxicas (Trabulsi e
Alterthum, 2004).

1.2.2.2 Parede celular de bactérias gram-negativas

A parede das bactérias gram-negativas € formada por uma ou poucas camadas de
peptideoglicano e por uma membrana externa, separadas pelo espaco periplasmatico
(ocupado pelo periplasma) (Fig. 3). O peptideoglicano de bactérias gram-negativas, em
menor concentragdo quando comparado a bactérias gram-positivas, possui ligacGes
peptidicas ente diferentes aminoacidos de NAM e NAG. Como consequéncia, as
bactérias gram-negativas sdo mais mais susceptiveis a quebras que bactérias gram-
positivas (Prescott, Harley e Donald, 2002).

A membrana externa de bactérias gram-negativas, assim como a membrana
plasmética, € formada por uma bicamada lipidica, sendo a camada interna composta
basicamente por fosfolipidios, e a externa por lipopolissacarideos (LPS) e proteinas
(Silhavy, Kahne e Walker, 2010). Os lipopolissacarideos sdo responsaveis pelas
caracteristicas antigénicas de algumas bactérias, sendo chamados de endotoxinas
(Benson, 1998). As diversas proteinas constituintes da membrana externa sdo
responsaveis pela formacao dos poros para passagem de solutos (porinas e proteinas da
membrana externa) e pela estruturacdo desta membrana (lipoproteinas) (Benson, 1998).

A membrana externa pode produzir vesiculas que sdo secretadas ao meio
exterior. Estas vesiculas podem conter por¢des do periplasma, parede celular, LPS,
fosfolipideos, moléculas de comunicacdo célula-célula, autolisinas e possivelmente
podem conter componentes citoplasmaticos incluindo o DNA (Kulp e Kuehn, 2010).

Em bactérias aquéticas, estas vesiculas podem conter (1) enzimas enderecadas a
lise de outras bactérias (Thompson, Naidu e Pestka, 1985), (2) substancias que auxiliam
na formacéao de biofilmes (Schooling e Beveridge, 2006), (3) na aquisi¢do de nutrientes,
(4) na inibicdo de compostos toxicos do meio e (5) na resisténcia a lise viral (Kulp e
Kuehn, 2010).
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O espaco periplasmatico, alem de composto pelo peptideoglicano, contém
algumas enzimas e proteinas, como enzimas hidroliticas responsaveis pela quebra de
macromoléculas impermeaveis a membrana, enzimas capazes de inativar drogas e
proteinas transportadoras que atuam no transporte, e quimiotaxia de aminoacidos e
acucares (Fig.3) (Trabulsi e Alterthum, 2004).

1.2.3 Estruturas Capsulares

Varios procariotos sintetizam uma gama de substdncias poliméricas
extracelulares compostas de polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos, lipideos e
outras macromoléculas biolégicas (Wingender, Neu e Flemming, 1999), chamadas de
substancias poliméricas extracelulares (SPE).

A camada de SPE que ¢ depositada na superficie da célula e fica ligada a parede
celular (Fig.3) forma um revestimento externo e observada como uma camada bem
definida, recebe o nome de capsula. Porém quando esses polimeros formam uma massa
amorfa mais dispersa, e parcialmente desligada da membrana, é chamado de camada
mucosa (Beveridge e Graham, 1991).

Cépsula e camada mucosa, em sua maioria de origem polissacaridica, sdo
importantes reservatérios de agua e nutrientes, uma vez que sdo formadas por
macromoléculas muito hidratadas, servindo contra dessecacdo do meio. Bactérias
encapsuladas sdo escorregadias e escapam da acdo de predadores, aumentando a
capacidade invasiva. Nestas estruturas capsulares sdo encontrados receptores
especificos que servem como sitios de ligagdo com outras espécies e de formacdo de
biofilmes, além de proporcionarem capacidade infectante em algumas bactérias
(Nichols, Guezennec e Bowman, 2005; Stukalov et al., 2008).

A membrana plasmatica, parede celular e estruturas capsulares formam a
estrutura conhecida como, envoltorio celular que protege e permite adaptacdo das
bactérias nos mais diferentes meios (Silhavy, Kahne e Walker, 2010). Heissenberger,
Leppard e Herndl (1996) relacionaram a integridade de estruturas internas e espessura
de estruturas capsulares, com nivel de atividade e viabilidade em bactérias aquaticas.
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FIGURA 3: Ultraestrutura de bactérias aquaticas. (A-C) Bactéria com estruturas
tipicas como nucledide (N), granulo (Gr) e envoltérios celulares mostrando diferentes
espessuras e composicdo (retangulos azuis). Em (Ai), em maior aumento, nota-se
envoltério gram-negativo composto por parede celular, espago periplasmatico e
membrana plasmatica, enquanto em (Bi) observa-se envoltorio celular gram-positivo
com membrana plasmatica e parede celular espessa. Note que o citoplasma das duas
bactérias apresenta elétron-densidades distintas. Em C, observe bactéria apresentando
estrutura capsular (marcada em verde em Ci) formando um conjunto com camada de
particulas do substrato aderidas (marcada em vermelho em Ci). Adaptado de Silva et al.
(2013). Barra, (A) 240 nm; (B) 90 nm; (Ai) 180 nm; (Bi) 45 nm e (C, Ci) 130nm.

1.2.4 Estruturas Citoplasmaticas

O citoplasma bacteriano é uma solugcdo aquosa onde se encontram diversas

estruturas.

1.2.4.1 Ribossomos

Os ribossomos encontrados nas bactérias possuem a mesma funcdo dos

encontrados em células eucarioticas (Prescott, Harley e Donald, 2002).

1.2.4.2 Granulos

Uma diversidade de granulos citoplasmaticos, também chamados de inclusdes
citoplasmaticas, é encontrada em bactérias (Shively, 1974). A natureza quimica destas
estruturas varia entre bactérias, mas a sua funcdo € quase sempre de reserva de
substancias e subunidades de macromoléculas para compor outras estruturas celulares
(Trabulsi e Alterthum, 2004), mas também auxiliam na pressdo osmdtica, uma vez que
suas moléculas ficam em sua forma particulada.

Segundo Prescott, Harley e Donald (2002), os gréanulos mais comuns encontradas
em procariotos sdo compostos por glicogénio, poli-B-hidroxibutirico (PHB) e por
polihidroxialcanoatos (PHA) (polifosfatos), porém alguns géneros podem acumular
lipideos neutros como trigliceréis (TAG). A deposicdo de granulos de PHA em
bactérias normalmente ocorre em resposta a um excesso de substrato carb6nico e

deficiéncia de outros nutrientes (Anderson e Dawes, 1990; Steinbuchel et al., 1995).
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1.2.4.3 Corpusculos lipidicos

Moléculas de PHA e TAG sdo estocadas em bactérias em corpusculos lipidicos,
conhecidos como inclusbes lipidicas ou gotas lipidicas. Os corpusculos lipidicos
bacterianos consistem em gotas arredondadas, constituidas de um nicleo hidrofébico de
PHA ou TAG, delimitada por uma monocamada de fosfolipideos e proteinas distintas
(fasinas) (Murphy, 2012).

Estas estruturas encontram-se presentes em todos 0s organismos eucariotos,
comportando-se como organela dindmica ricas em triglicerideos e colesterol, cercadas
por camada Unica de fosfolipideos. Desempenham variadas fungdes fisiologicas em
diferentes tipos celulares, possuindo um importante papel nas células inflamatérias
(Melo et al., 2011). Em bactérias, os corpulsculos lipidicos desempenham papéis
importantes no metabolismo de lipideos (Murphy, 2012).

1.2.4.4 Vaclolos gasosos

Os vacuolos gasosos sdo encontrados no citoplasma de organismos procariéticos
que vivem flutuando em lagos e mares. A membrana destes vactuolos ndo é constituida
como a maioria das membranas bioldgicas, sendo composta apenas de unidades
repetidas de proteinas, organizada de maneira a formar uma estrutura rigida somente
permeével a gases. A rigidez e o tamanho da vesicula parecem estar relacionados com a
pressdo osmotica e hidrostética que a bactéria se encontra (Prescott, Harley e Donald,
2002).

1.2.4.5 Citoesqueleto

As celulas bacterianas tem uma organizacdo complexa sub-celular estabelecida e
mantida por um conjunto diverso de proteinas polimerizadoras que formam o
citoesqueleto bacteriano. No citoesqueleto bacteriano foram identificados pelo menos
trés classes gerais de polimeros dindmicos: proteinas com homologia com a actina
(MreB, ParM, AIfA, MamK e Fst), a tubulina (FtsZ, BtubA/BtubB TubZ e RepX), e 0s
membros da familia do ParA/MinD. Estes elementos proteicos que compdem o
citoesqueleto bacteriano participam de muitos processos, incluindo a diviséo celular, a
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manutengdo da forma de células, posicionamento de compartimentos bacterianos,
replicacdo de plasmideos e segregacdo de DNA (Cabeen e Jacobs-Wagner, 2005; Shih e
Rothfield, 2006; Pogliano, 2008).

1.2.4.6 Nucleoide

O DNA bacteriano é encontrado em uma regido irregular denominada nucleoide
(Fig. 3). Esta regido é preenchida por fitas dupla-hélice de acido desoxiribonucleico
(DNA) na forma de uma Unica molécula desdobrada. A carga negativa do DNA ¢é
neutralizada por poliaminas pequenas ou ions de magnéesio. Com auxilio da MET, pode-
se observar que o0 DNA bacteriano ndo é delimitado por envoltério nuclear, aparelho
mitotico, em contato com a membrana plasmatica ou mesossomos (Prescott, Harley e
Donald, 2002; Eltsov e Zuber, 2006). Ainda existem no citoplasma bacteriano, em
nameros variados, moléculas circulares de DNA, chamadas plasmideo, onde seus genes
ndo determinam caracteristicas essenciais, mas muitas vezes conferem vantagens

seletivas que as bactérias que os possuem (Trabulsi e Alterthum, 2004).

1.2.4.7 TilacOides

Bactérias fotossintéticas, nitrificantes e cioanobactérias podem apresentar areas
extensas de membranas intracitoplasmaticas, denominadas tilacdides, com diversas
morfologias, como tubulares, vesiculares e lamelares. Os tilacoides tém a funcdo de
aumentar a area de superficie para ocorréncia de processos metabdlicos, principalmente
reacOes enzimaticas como a fotossintese (Yurkov e Beatty, 1998).

Dados recente do Grupo demonstraram que os tilacides pode ser afetados pela
irradiagdo ultravioleta (UV) em cianobactérias Cylindrospermopsis raciborskii (Noyma,
Melo e Roland, 2009). Demonstrou-se que a irradiagdo UVé fator causador de morte e
alteracOes ultraestruturais que incluem a perda de integridade do envoltério celular e
diminuicdo da area ocupada por tilacoides (Peak e Peak, 1986; Diffey, 1991; Hadera et
al., 1998; Maranger, Del Giorgio e Bird, 2002; Singh, Hader e Sinha, 2010).
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1.2.4.8 Apéndices locomotores

Grupos de bactérias apresentam varias maneiras de mobilidades, porém algumas
sdo imdveis locomovendo-se de acordo com o fluxo de propulsdo do meio onde se
encontram. Bactérias mdveis possuem apéndices locomotores localizados na face
externa da membrana plasmatica e na parede celular (Benson, 1998). O flagelo
bacteriano é formado por uma estrutura basal, um gancho e um longo filamento externo
a membrana, composto pela proteina flagelina. O comprimento do flagelo é geralmente
maior que da célula, mas seu diminuto didmetro mede cerca de 20nm, caracterizando
uma estrutura delgada, mas relativamente rigida. A localizacdo e o nimero de flagelos
sdo utilizados na classificagdo das bactérias em certos grupos taxindmicos (Trabulsi e
Alterthum, 2004).

Muitas bactérias gram-negativas sdo dotadas de apéndices proteicos filamentosos,
mais curtos e mais numerosos que o flagelo que ndo formam ondas regulares, chamados
de fimbrias. Estas ndo desempenham papel comprovado relativo a mobilidade, pois sdo
encontradas em especies moveis e imoveis, porém desempenham uma fungdo conhecida
na conjugacdo bacteriana, conduzindo o material genético. Esta fimbria é denominada
fimbria sexual. As fimbrias ambém funcionam como sitios receptores de bacteridéfagos e

auxiliam na aderéncia a superficies (Trabulsi e Alterthum, 2004).

1.2.4.9 Particulas virais

Outra observacéo frequente na anélise ultraestrutural de bactérias é a presenca de
particulas virais. Os virus sdo as menores entidades biolégicas conhecidas e parasitas
intracelulares obrigatorios, que podem infectar células procaridticas e eucarioticas.
Twort (1915), mesmo sem conhecer o agente causador, descreveu a acdo litica de virus
em colbnias de estafilococos. d'Herelle, em 1922, isolou e caraterizou como parasita
ultramicroscopico de bactérias, dando o nome de bacteriéfagos (Ackermann, 2011).

A estrutura dos bacteriéfagos (virus infectam as bactérias e utilizam a maquinaria
celular para multiplicar o prdéprio material genético) é biologicamente simples,
composta basicamente por um acido nucléico (DNA ou RNA- acido ribonucléico) com

fita simples ou dupla, envolto por uma capsula proteica (capsideo), e uma cauda,
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presente na maioria dos tipos virais, pela qual eles adsorvem para a célula hospedeira
(Bradley, 1967).

Em ambientes aquéticos, os virus podem existir em duas fases: extracelular e
intracelular. Na fase extracelular, vivem livres e independentes de hospedeiro enquanto
na fase intracelular, podem apresentar dois ciclos reprodutivos, o litico e o lisogénico.
No ciclo lisogénico, o genoma viral adsorvido passa a fazer parte do genoma da bactéria
e acompanha o desenvolvimento e duplicacdo, ndo havendo a ruptura celular. J& no
ciclo litico, ap6s a adsorcdo viral do seu material genético, este se apropria da
maquinaria bacteriana produzindo novo material genético e proteinas virais que serdo
liberados para meio através do rompimento da membrana celular (Trabulsi e Alterthum,
2004). Quando em um ciclo lisogénico h&d uma perturbacdo na célula hospedeira, esta
pode induzir a mudanca deste ciclo para o litico (Weinbauer, 2004).

Os virus sdo membros abundantes e dindmicos de sistemas aquaticos (Bgrsheim,
Bratbak e Heldal, 1990b; Fuhrman, 1999). Grande parte do fluxo de matérias e energia
da cadeia trofica passa pelos virus, por meio de matéria orgénica dissolvida (MOD)
(Proctor e Fuhrman, 1990). A destrui¢do de grande nimero de microrganismos mediada
por virus tem vérias implicagdes para os sistemas aquaticos, incluindo os efeitos sobre o
tamanho da populacdo e a diversidade, a transferéncia de material genético entre 0s
organismos, reciclagem de nutrientes e carbono através da lise de organismos
planctdnicos e ciclagem energética. Desta forma, os virus atuam na mortalidade de 40%
da comunidade bacteriana (Fuhrman e Azam, 1980; Wilhelm e Suttle, 1999).

Trabalho realizado recentemente, utilizando técnicas de quantificacdo viral
demonstrou que em ecossistemas aquaticos tropicais, a maioria dos virus sao
bacteriofagos e sua abundancia é controlada pela disponibilidade de bactérias
hospedeiras especificas, que por sua vez, sdo reguladas por outros fatores ambientais,
como disponibilidade de nutrientes e qualidade de substrato (Barros et al., 2010).

1.3 MORTE BACTERIANA EM ECOSSISTEMAS AQUATICOS

A morte é uma parte da vida, e para bactérias essa prerrogativa ndo é diferente.. A
mortalidade é referida como um processo de perda funcional e morfoldgica da
integridade da bactéria, incluindo lise e destruicdo do material genético (Servais, Billen
e Rego, 1985). Fatores regulatorios da mortalidade em bactérias aquaticas de vida livre
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esta em maior parte relacionada a predacéo, disponibilidade de nutrientes, infeccéo viral
e varios tipos de estresse ambiental (Coveney e Wetzel, 1988).

A mortalidade regula a abundancia e producdo secundaria bacteriana nos
ecossistemas aquaticos, mantendo-a aparentemente constante, onde ha um equilibrio
entre alta taxa de crescimento com alta taxa de mortalidade (Grossart, 2010). Este
equilibrio € ilustrado com a disponibilidade compostos celulares resultantes da
degradacdo de bactérias mortas sendo incorporados ao COD, que favorecerd no
crescimento da populacdo bacteriana (Fuhrman, 1999). A morte bacteriana tem, assim,
o importante significado na ciclagem de nutrientes nos sistemas aquéticos (Lindeman,
1942).

Estudos do ponto de vista ecolégico em ecossistemas aquaticos relacionam a
morte bacteriana com a viabilidade celular. Smith e Del Giorgio (2003) propdem que a
viabilidade seja uma visdo continua de estados fisiologicos, ndo restringindo os estados
fisioldgicos em ativos e inativos. Do ponto de vista ecoldgico, podem ser definidos de
acordo com a viabilidade: bactérias ativas respirando, responséaveis pela producdo e
participacdo ativa de ciclos geoquimicos; bactérias vivas com parede celular intacta, que
mantém seu metabolismo completo, e bactérias mortas (Choi, Sherr e Sheer, 1999).

A heterogeneidade em ecossistemas aquaticos pode conduzir as bactérias a se
adaptarem fisiologicamente a estas mudangas para maximizar seu crescimento e
sobrevivéncia. Uma caracteristica fundamental das células é sua habilidade de regular o
crescimento em respostas a mudangas ambientais. Algumas espécies bacterianas séo
extremamente adaptadas para a sobrevivéncia a longo prazo. Os fatores de inativacéo ou
ativacdo sdo conduzidos pelo crescimento ambiental. Fatores fisicos modelam o sistema
global favorecendo certos grupos de bactérias. Fatores quimicos sdo determinantes na
base alimentar. Fatores biolégicos funcionam mais como fatores de abundancia
decrescente de competicdo de recursos (Ducklow, 2000).

A integridade de membrana plasmatica é um aspecto da estrutura e fisiologia
celular, sendo o melhor critério para distinguir entre bactérias vivas e mortas, pois
células com dano na membrana ndo podem sustentar um gradiente eletroquimico e nao
estdo aptas ao crescimento (reproducéo). Nas bactérias, a membrana plasmatica possui
um papel importante, pois estd ligada a diversos processos celulares (transporte de

solutos, atividade respiratéria, barreira permeével, funcGes enziméticas). Desta forma, a
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perda da integridade da membrana plasmética afeta diretamente todos estes processos
(Joux e Lebaron, 2000).

A deteccdo da integridade de membrana é baseada na capacidade das células
excluirem varios compostos quimicos (como corantes fluorescentes), quando usados em
baixas concentracfes, que ndo passariam através de membranas intactas. Células com
membranas danificadas sdo consideradas mortas e podem ser detectadas antes de sua
lise (Joux e Lebaron, 2000). Outros parametros morfoldgicos podem ser utilizados para
caracterizar morte ou inativagdo bacteriana, como a auséncia de contetdo celular
(Heissenberger, Leppard e Herndl, 1996).

Estudos sobre a morte bacteriana em ecossistemas aquaticos vém sido realizados
com a finalidade de melhor entendimento dos mecanismos de morte e como podem
contribuir na dinamica e ecologia de bactérias aquaticas (Lewis, 2000; Smith e Del
Giorgio, 2003; Engelberg-Kulka et al., 2006). Trabalho recente do Grupo, mostrou que
a morte celular programada pode ocorrer em bactérias aquaticas de vida livre, indicando
que a morte celular bacteriana é muito mais complexa e pode envolver mecanismos

mais elaborados, semelhantes aos ja descritos em células eucaridticas (Silva, 2012).

1.4 RADIACAO SOLAR: CONSIDERACOES GERAIS

1.4.1 Radiagéo Ultravioleta e Camada de Oz6nio

A exposicdo ambiental a radiacdo solar tem sido uma parte integral da evolugédo
de muitas espécies e comunidades de organismos terrestres e aquaticos, fornecendo
energia para a fotossintese e calor. Cerca de metade desta energia é emitida como luz
visivel e o restante, no comprimento do infravermelho e radiacdo ultravioleta. Apenas
9% da radiacdo que atinge a Terra (Anderson, 1981) corresponde a regido ultravioleta
do espectro electromagnético, e pode ser dividida em trés gamas denominadas: UV-A
(400-320 nm), UV-B (320-280 nm) e UV-C (280-100 nm) (Henderson, 1977).

Comprimentos de onda mais curtos, na faixa UV-C, dificilmente atingem a
superficie da Terra, exceto em grandes altitudes, sendo quase completamente absorvida
pela camada de oz6nio e, portanto, tém pouco significado bioldgico. Ja a radiacdo no
espectro UV-B pode penetrar na camada de 0z6nio na estratosfera. Com dimunuicdo da
coluna de ozbnio na atmosfera, hd um aumento na incidéncia de radiagdo solar UV-B
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que atinge a superficie terrestre. UV-B é a radiacdo componente mais energética da luz
solar, causando efeitos profundos sobre plantas, microorganismos, materiais e qualidade
do ar, enquanto a radiagdo UV-A, penetra na camada de oz6nio da estratosfera,
permanecendo inalterada (Henderson, 1977).

O ozdnio (O3) é um gas naturalmente presente na estratosfera, e altamente reativo.
Este gas ndo é uniformemente distribuido ao longo do globo e, em geral, as
concentracOes sdo mais elevadas em médias e altas latitudes e, mais baixas, proximas ao
equador. A diferenca € causada por ventos estratosféricos, pela producdo quimica e
destruicdo natural do ozonio (Diffey, 2003). A formacdo do ozbnio se d& pela
dissociacdo de oxigénio molecular (O,), através de radicdo ultravioletaUV (242nm), em
oxigénio atémico (1/2 O,). Este, por sua vez, reage com O, criando O3z, uma molécula
instavel que, apds absorcdo de radiacdo ultravioleta, no comprimento de onda de cerca
320nm, é dividido em oxigénio atdmico e oxigénio molecular (Fig. 4). E essa
dissociagdo de O3 pela radiacdo ultravioleta que impede que parte desta radiacdo atinja

a superficie terrestre (Chapman, 1930).
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Figura 4: Esquema de formacao e dissociacdo de moléculas de ozénio por

radiacéo ultravioleta adaptado de (Chapman, 1930).



No inicio dos anos 1970, pesquisas associaram clorofluorcarbonos (CFCs) com a
depleciacdo do oz6nio estratosférico, afirmando que os CFCs difundidos para a
estratosfera, onde s&o quebrados por radiacdo ultravioleta, liberam cloro que reage
cataliticamente com o0zbnio, levando a sua destruicdo (Molina e Rowland, 1974).
Apenas com a descoberta de uma reducdo significativa na concentragcdo da coluna de
0zonio, sobre a Antartida, em 1985, a preocupagdo publica sobre destrui¢cdo do 0z6nio
surgiu. A descoberta do buraco de ozbnio, inicialmente, levou a investigacdes dos
impactos da ultravioleta sobre o fitoplancton, devido sua importancia na producdo
primaria. No entanto, conclusdes posteriores, indicaram que a radiagdo ultraviolta
também exerce um impacto significativo sobre a algca microbiana, que esta na base da

rede trofica aquatica, além de niveis tréficos superiores (Webb et al., 2003).

1.4.2 Fotobiologia Celular

A radiacdo ultravioleta pode provocar véarios efeitos diferentes sobre as espécies
bioldgicas, a maioria deles ndo letal para as células, dependendo da absorcéo dos fotons
na faixa ultravioleta por moléculas importantes, os acidos nucléicos mais notavelmente,
e a um menor grau, as proteinas e outras moléculas (Danos, 1980). A energia absorvida
por uma estrutura quimica qualquer pode provocar basicamente quatro tipos de
alteracdo molecular: rotacdo, vibragdo, excitacdo eletronica e quebra de ligacdo ou
ionizagdo. O mecanismo seguido dependera sobre tudo do comprimento de onda da
fonte irradiante e da configuracdo energética da ligacéo atingida (Hader e Sinha, 2005).

Os danos da radiagdo para o DNA sdo potencialmente perigosos, mesmo a
incidéncia de um dnico féton em uma Gnica molécula pode ter efeitos potencialmente
letais. Danos no DNA também podem ser consequéncia de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio formadas em varios processos fotoquimicos (Mitchell e Karentz,
1993).

Os &cidos nucléicos apresentam uma absor¢do maxima entre 260-265nm, devido a
bases de nucleotideos serem os cromdforos naturais. Apds a absorcdo de radiagdo
ultravioleta por DNA, os fotoprodutos resultantes séo derivados de pirimidina (Errera,
1952), incluindo o tipo de dimero ciclobutil (dimeros de pirimidiciclobutano também
chamados, CPDs, que sdo 0s mais importantes), pares de pirimidina, hidratos de
pirimidina e ligagdes cruzadas de proteinas do DNA (Héder e Sinha, 2005).
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A ultravioleta absorvida promove a formacdo de ligagdes entre nucleotideos
adjacentes, que sdo criadas moléculas de pares ou dimeros (Fig.5). A formagdo de
dimeros de tiamina-tiamina é mais comum, ocorrendo também dimeros de citosina-
citosina, timina, citosina e uracila de dimerizagdo. A formacdo de um numero suficiente
de dimeros na bactéria impede que se replica o seu DNA ou RNA, impedindo a
reproducéo (Jagger, 1981).

As proteinas também absorvem mais fortemente nas regides UV-B e UV-C,
embora a sua absorbancia € menor do que a dos acidos nucléicos. Existem outras
moléculas com a capacidade de absorver a radiacdo ultravioleta como porfirinas,

carotenoides e quinonas (Diffey, 1991).
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Figura 5: Formacao de dimero de timina no DNA, através da quebra das ligacdes de hidrogénio

entre os pares de base timina por fétons de UV-B. Extraido de Rozema et al (2002).

1.4.3 Efeitos da Radiac¢éo Ultravioleta sobre os Ecossistemas Aquéticos

Ecossistemas aquaticos sdo 0s principais componentes da biosfera da Terra,
responsavel pela producdo de mais de 50% da biomassa sobre o nosso planeta, e

incorporam aproximadamente a mesma quantidade de dioxido de carbono atmosferico
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como ecossistemas terrestres (Zepp et al., 2007) . Por isso, € crucial a avaliagcdo de
como uma maior exposicdo a radiagdo solar ultravioleta pode afetar a produtividade dos
sistemas aquaticos.

A radiacdo de curto comprimento de onda solar pode atingir profundidades
ecologicamente significativas em dgua doce e em muitos ecossistemas marinhos (Hader,
1997). Desta forma, a deplecdo dos niveis de ozdnio resulta em aumento na quantidade
de radiacdo UV-B solar que penetra no interior da zona eufética, onde a produtividade
do fitoplancton ocorre. Além disso, a deplecdo de 0zonio também tem sido demonstrada
alterando a relacdo UV-B: UV-A: radio PAR (radiagdo fotossinteticamente ativa),
potencialmente prejudicando a luz nos processos dependentes em organismos aquaticos,
que incluem a fotossintese, foto-orientacdo, photoinibicéo e fotoprotecéo, resultando em
uma tensao significativa para os diversos ecossistemas aquaticos (Hader, 1997).

1.4.4 Efeitos da Radiacdo Ultravioleta sobre Comunidade Bacteriana Aquatica

As comunidades de planctons pelagicos funcionam através de uma rede de
intercambio de energia e nutrientes mediados por um diversificado leque de produtores
e consumidores, 0 que depende, em ultima andlise, da energia fornecida pelo sol. As
bactérias sdo componentes cruciais da teia alimentar microbiana, desempenhando um
papel fundamental na ciclagem de nutrientes, e constituindo uma das principais vias de
fluxo de carbono em ecossistemas aquaticos. Elas contribuem até 40% do carbono
planctonico (Cho e Azam, 1990), processam até 80% da producéo priméaria (Azam et
al., 1983; Cho e Azam, 1990) e apresentam potenciais de absor¢do de nutrientes em
torno de 100 vezes mais rapida do que a do fitoplancton (Blackburn, Fenchel e Mitchell,
1998). Bacterioplancton também consome matéria orgéanica dissolvida (DOM) para
formar biomassa bacteriana, assim ocorre a reciclagem de carbono, e tornando
disponivel a niveis troficos superiores (Pomeroy et al., 2007). No entanto, muito pouco
se sabe sobre o papel dos raios ultravioleta sobre os componentes microheterotréficos
das teias alimentares aquaticas, apesar da sua importancia para o carbono e o fluxo de
energia através da alca microbiana (Azam et al, 1983).

Potencialmente, a radiacdo solar pode induzir mudancas na composicdo da
comunidade bacteriana devido a diversos mecanismos diretos e indiretos: (i) efeitos
prejudiciais diretos da radiagdo ultravioleta sobre a atividade bacteriana e de
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sobrevivéncia, como danos no DNA e danos associados a producdo fotoquimica de
radicais livres (Jeffrey et al., 1996); (ii) a selecdo de bactérias fototroficas, os grupos
dominantes de bactérias no oceano possuem capacidade fotoreguladora que pode dar
uma vantagem em condi¢des iluminadas pelo sol (iii) efeitos indiretos devido a
mudancas na composicdo do fitoplancton e da biomassa, como apds a floracdo do
fitoplancton (Herndl, Muller-Niklas e Frick, 1993; Miiller-Niklas et al., 1995; Wilhelm
et al., 2003). Desta forma, varia¢des no regime de luz que afetam o fitoplancton também
influenciam a composicdo da comunidade bacteriana indiretamente. A radiacdo
ultravioleta também pode afetar a bacterivoria por nanoflagelados heterotréficos
(Sommaruga, 2001), desencadear o ciclo litico de bacteri6fagos lisogénicos (Maranger,
Del Giorgio e Bird, 2002), e a alterar da biodisponibilidade do carbono organico
dissolvido (DOC) (Zepp, Callaghan e Erickson, 1995; Suhett et al., 2009). A
sensibilidade das comunidades bacterianas de superficie foi descrita semelhante a de
aguas profundas, sugerindo que comunidades bacterianas ndo apresentam aumento da

resisténcia a exposicao solar (Herndl, Muller-Niklas e Frick, 1993).

1.4.5 Efeitos da Radiagédo Ultravioleta sobre a Estrutura Bacteriana

Tem sido sugerido que as bactérias heterotroficas sdo mais susceptiveis ao stress
da radiacdo UV do que organismos maiores, pois apresentam genomas hapldides
simples com pouca ou nenhuma redundancia funcional (nd0 possuem genes que produzem
0 mesmo aminoacido), além do seu pequeno porte, tempo de geragdo curto e falta de
pigmentos de absor¢do de ultravioleta (Karentz, 1994). Isto resulta num aumento da
sensibilidade do bacterioplancton ao stress da radiagéo ultravioleta, principalmente UV-
B, comparativamente com 0$ organismos eucarioticos maiores produzindo, apo6s
exposicdo, cerca do dobro da quantidade de dimeros de timina (Jeffrey et al., 1996).
Assim, o tamanho do organismo pode estar inversamente correlacionado com a
extensdo do dano induzido pela ultravioleta que recebe.

A radiagdo ultravioleta pode causar efeitos diretos e indiretos sobre
bacterioplancton. Os efeitos diretos surgem de danos de macromoléculas celulares como
resultado da absorcdo direta da radiacdo ultravioleta, especialmente pelo DNA. O
comprimento de onda e da intensidade da exposicdo determina o tipo e a extensdo de
dano no DNA. UV-A causa geralmente danos indiretos ao DNA, como resultado da
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formac&o de intermediarios quimicos, como os radicais de hidroxila que interagem com
DNA para formar quebras de fita, sitos alcalinos e ligagcdes cruzadas das proteinas do
DNA (Peak e Peak, 1986). A consequéncia mais importante da absor¢do da radiacéo
UV-B pelo DNA ¢ a formacéo de fotoprodutos tais como pirimidina (6-4) pirimidona e
dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs). A formacdo de fotoprodutos causa erros na
replicacdo do DNA e transcricdo de RNA (Karentz, 1994) e tem sido descrito em
bacterioplancton (Jeffrey et al., 1996), assim como em protistas fagotréficos
(Sommaruga, 2001; Montzka et al., 2003). O CPD pode ser letal se ocorrer o bloqueio a
sintese de DNA e transcricdo do RNA, ou pode ser mutagénico se ignorada pela DNA
polimerase (Sancar e Sancar, 1988).

Assim, a reducdo do DNA, da sintese proteica (Aas et al., 1996), da atividade
exoenzimatica (Miiller-Niklas et al., 1995), da captacdo de aminoacidos, do consumo de
oxigénio (Pakulski et al., 1998),e da abundancia de bactérias (Miiller-Niklas et al.,
1995) indicam efeitos prejudiciais diretos da radiacdo ultravioleta. Segundo estudos
realizados em &guas antérticas, a viabilidade bacteriana, também sofre impacto pela
exposi¢do aos raios UV. Os estudos apontoram uma reducdo na viabilidade com base
em unidades formadoras de colénias (UFC), de assembléias naturais bacterianas e
isolados marinhos (Helbling et al., 1995).

Os efeitos indiretos da radiacdo ultravioleta estdo associados a biodisponibilidade
de matérias organicas dissolvidas (MOD) pela ultravioleta (Lindell, Granéli e Tranvik,
1995) ou pela sensibilidade dos animais bacteriéfagos a radiagdo ultravioleta
(Sommaruga, 2001). A clivagem fotolitica do MOD pela ultravioleta produz véarios
compostos, alguns destes sdo acidos organicos de baixo peso molecular que podem ser
utilizados de forma eficiente pelo bacterioplancton, melhorando a actividade bacteriana
(Lindell, Granéli e Tranvik, 1995). Outros fotoprodutos, como os radicais livres, tém
efeitos prejudiciais sobre os organismos planctonicos inbindo as atividades bacterianas
(Aas et al., 1996). Logo, o resultado da radiacéo ultravioleta sobre o metabolismo
bacteriano é o equilibrio entre e dos efeitos diretos e indiretos.

1.4.6 Mecanismos de Defesa contra Radiacdo Ultravioleta em Bactérias
Durante a evolugdo, organismos desenvolveram mecanismos de protecdo e

mitigacdo contra danos da radiacdo ultravioleta, com uma blindagem de radiacdo
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(pigmentacdo), remocgdo de espécies de oxigénios toxicos e desenvolvimento de
sistemas de reparagdo a danos especificos (Sancar e Sancar, 1988). Fototaxia, respostas
fotocinéticas, fotofobicas (Hader e Sinha, 2005), migrac&o vertical ou 0 comportamento
de flutuacdo por meio de vaclolos gasosos (Bebout e Garcia-Pichel, 1995) sédo
estratégias também desenvolvidas por organismos procariotos aquaticos a fim de evitar
danos causados por radiagéo ultravioleta (Leech e Johnsen, 2003). A migrargéo vertical
permite a mudanca de posicdo na coluna de &gua, com mudancas de condicGes
ambientais assegurando quase um constante de ambiente externo. O acumulo de
enzimas desintoxicantes ou supressores de radicais e antioxidantes, como superdxido
dismutase e peroxidases, podem também fornecer prote¢do aos danos causados por
radicais prejudiciais ou de espécies de oxigénio reativos resultados do stress oxidativo
causados pela UV-A e UV-B (Mittler e Tel-Or, 1991). Outros fatores, como a produgédo
de polissacrideos extracelulares, estdo igualmente relacionados com esta protecéo
(Ehling-Schulz, Bilger e Scherer, 1997).

Em resposta aos danos da radiagdo ultravioleta, bactérias desenvolveram
diferentes vias de reparacdo, incluindo a reparacdo fotoenzimatica (PER), o reparo por
excisdo de nucleotideos (NER) (também chamado “Dark Repair”), e a reparagdo
recombinatéria (repacdo pos-replicagdo) (Yoder e Bushman, 2000). PER envolve a
ligagdo de uma enzima fotorreativa (fotdlise) a dimeros de pirimidina induzidos por
radiacdo ultravioleta, no escuro e na presenca de temperatura favordvel. Apds a
exposicdo as radiagdes entre 330 e 660 nm (na faixa de lus ultravioleta), a enzima é
ativada e separa o dimero, reparando o fotoproduto do DNA. Danos causados pela
radiacdo ultravioleta e PER podem ser influenciados pelos movimentos passivos das
bactérias dentro da coluna d’agua, onde estes organismos sdo expostos alternadamente a
niveis elevados de radiacdo, ou seja, a ultravioleta solar prejudicial perto da superficie e
UV-A benéfico em profundidades maiores (Sancar e Sancar, 1988). A NER envolve a
remogdo enzimética da regido com defeito em uma das duas fitas de DNA, com a
substituicdo posterior por nucleotideos normais através do emparelhamento de bases
complementares (Yoder e Bushman, 2000). Os danos causados pela radiagdo UV-B ao
DNA do bacterioplancton sdo programados para serem reparados em um processo
padréo de oscilagdo diurno (Jeffrey et al., 1996), acumulando durante a tarde e sendo
reparado entre o por e 0 nascer do sol seguinte, o que indica a presenca de processos de
reparacao escuros ativos em bacterioplancton naturais (Yoder e Bushman, 2000).
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No reparo pos-replicacdo, sdo deixadas lacunas na fita de DNA oposta aquela
onde ocorreram 0s CDPs. Essas lacunas sdo subsequentemente preenchidas por sintese
de DNA. Reparacdo mutagénica reduz a fidelidade da DNA polimerase, permitindo
contornar nucleotideos danificados, 0 que pode resultar na incorporagdo de nucledtideos
inadequados na fita filha, resultando em mutacdes (Sancar e Sancar, 1988).

Varios genes presentes em microorganismos séo regulados por radiacdo UV-B, e
as mudancas no UV-B podem alterar a expressdo genéetica com consequéncias
potencialmente importantes (Jordan, 1996). Embora os mecanismos exatos envolvidos
na percepcdo de UV-B radiacdo por organismos ainda ndo sdo bem compreendidos, o
oxigénio ativo pode ser um dos gatilhos que podem alterar a atividade do gene. O gene
RecA, é um componente essencial da resposta aos danos no DNA bacteriano,
participando diretamente na reparacdo do DNA, e que regula a expressdo de outros
genes que promovem aumento da sobrevivéncia ap6s danos. A expressdo do gene RecA
também é regulada pela radiacdo ultravioleta (Walker, 1984) .

1.4.7 Fatores que Influenciam a Radiacdo Ultravioleta em Ambientes Aquaticos

A coluna da camada de 0zonio vem sofrendo um esgotamento devido ao despejo
antropico de hidrocarbonetos halogenados, como clorofluorcarbonos, porém apresenta
ciclos anuais e de longo prazo que influenciam na intensidade de energia da radiacdo
solar ultravioleta que indicide sobre 0s ecossistemas aquaticos e terrestres.

Cobertura de nuvens, poluicdo da troposfera por materiais particulados e ozonio
antropogenicamente criado interferem na absorcdo de radiacdo ultravioleta solar,
reduzindo intensidade, principalmente de raios UV-B que atingem a superficie da Terra
(Wenny, Saxena e Frederick, 2001). Carbono organico dissolvido e particulado (COD e
COP) sdo as principais substancias atenuadoras em aguas doce e marinha. O COD esta
principalmente envolvido na atenuacdo de radiagdo UV-B, enquanto o COP diminui a
radiagdo UV-A na coluna de agua (Bracchini et al., 2004). Atenuacdo da radiagdo
ultravioleta € muito varidvel em ambientes aquaticos. Devido a enxurrada de matéria
organica e carbono organico dissolvido (COD) das margens, a transparéncia é menor
em areas costeiras e aguas rasas da plataforma continental. Em ecossistemas de agua
doce, absorbancia da radiacdo ultravioleta é geralmente elevada, devido a grande
utilizacdo de matéria organica em decomposicdo, e também pelo efeito da eutrofizagdo
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(Bracchini et al., 2004). A lenta fotodegradacdo de COD na coluna de agua pela
radiacdo solar produz moléculas menores que sdo consumidos por bacterioplancton
(Klug, 2005). Como resultado, ha o aumento da penetracdo de radiagdo ultravioleta na
coluna de agua (Hadera et al., 1998).

Outros fatores também podem influenciar na pentracdo de raios UV nos
ambientes aquéaticos e consequente alteragdo na densidade bacteriana, como: (i) a
densidade de fitoplancton alterando distribuicdo vertical de bacterioplancton, (ii) a
formcéo de biofilmes (Prakash, Veeregowda e Krishnappa, 2003), e (iii) concentracéo
de virus (Wilhelm et al., 2003).

1.4.8 Efeitos da Radiac¢do Ultravioleta nas Teias Troficas Aquaticas

O potencial de radiagdo ultravioleta em inibir tanto atividade do fitoplancton e
bacterioplancton (Herndl, Mller-Niklas e Frick, 1993) e suas implicagdes ecoldgicas,
bem como em induzir altera¢cBes no ciclo biogeoquimico, vem despertando interesse
sobre os efeitos da radiagdo ultravioleta em processos quimicos e bioldgicos.

O efeito da radiagdo ultravioleta na cadeia alimentar microbiana pode ser
dependente, ndo sO de efeitos diretos deletérios sobre os produtores primarios e
bactérias, mas também sobre os efeitos em niveis troficos superiores (Hadera et al.,
1998). No entanto, um numero limitado de estudos, que considerou simultaneamente
diversos niveis de tréficos aquaticos, sdo contraditérios, tanto confirmando ou
rejeitando a influéncia da radiacdo UV sobre a relacdo entre o predador e presa
(Bothwell, Sherbot e Pollock, 1994; Chatila et al., 2001). Trabalhos como de Bothwell,
Sherbot e Pollock (1994) e de Sommaruga (2001) mostraram uma reducdo da atividades
predadoras do fitoplancton e baterioplancton sob efeito da radiagdo ultravioleta. No
entanto, a radiacdo UV-B parace ndo ter efeito sobre microzoopléancton apesar do
aumento de 10 vezes da radiacdo ultravioleta biologicamente prejudicial aplicada
(Mostajir et al., 1999).
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1.4.9 Efeitos da Radiagdo Ultravioleta sobre Ciclo Biogequimicos Aquéaticos

A biogeoquimica global controla processos de vida, clima e suas interacGes,
incluindo efeitos sobre as concentracdes de gases do efeito estufa na atmosfera, que
pode ser afetado de varias formas por mudancas no 0z6nio estratosférico e, portanto, a
radiagdo solar ultravioleta (Zepp, Callaghan e Erickson, 1995). A radiagdo UV
influencia o ciclo do carbono, nitrogénio, enxofre e metais aquaticos, afetando, portanto,
uma grande variedade dos processos de vida (Zepp et al., 2007).

Modificagdes nos processos de ciclagem de carbono pela radiagdo ultravioleta,
incluindo tanto a radiacdo UV-B e UV-A, sdo mediadas através de alteracdes na sua
captura atraves da fotossintese, armazenamento na biomassa e matéria orgéanica
particulada; e liberacdo, pela respiracdo e decomposicdo fotoquimica (Herndl, Mller-
Niklas e Frick, 1993; Zepp, Callaghan e Erickson, 1995). Os efeitos da radiacdo
ultravioleta sobre o ciclo do carbono estéo também associados com os seus efeitos sobre
0 ciclo de metais e nutrientes minerais, tais como o azoto. Outros componentes da
mudanca do clima, incluindo aquecimento, elevado nivel de didéxido de carbono e
alteracdes nos padrdes de precipitagdo, sdo processos que interagem com a radiacéo
ultravioleta, e também podem afetar ciclos de carbono e nutrientes (Zepp, Callaghan e
Erickson, 1995).

A radiacdo afeta o ciclo do nitrogénio de vérias maneiras, incluindo efeitos no
nitrogénio relacionados a atividade enzimatica de microorganismos através de
fotoinibicdo da fixacdo de nitrogénio (Hadera et al., 1998) e indiretamente através de
efeitos sobre a disponibilidade bioldgica de elementos essenciais vestigiais, tais como o
ferro, que estimula o crescimento de fixadores de azoto. AlteracGes globais potenciais
relacionadas com o aumento dos desmatamentos e modificagcdes nos padrdes de uso da
terra irdo causar provavel aumento de corpos d'agua, que, por sua vez, ira interagir com
as mudancas climéticas aumentando a fotodegradagdo de carbono orgénico por radiagdo
ultravioleta, permintindo uma maior penetracdo desta em sistemas aquéticos(Zepp,
Callaghan e Erickson, 1995).

A ciclagem de fésforo também pode ser potencialmente afetada pela exposicao
aos raios ultravioleta, tendo em vista que a fotdlise pela fosfatase himica aumenta a

ciclagem de fosforo em ambientes aquaticos (Espeland e Wetzel, 2001).
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Os metais, especialmente o ferro e o cobre, desempenham um papel importante na
camada superior do oceano e na biogeoquimica de agua doce, através da participagdo
em processos de UV-induzidos, que produzem e consumem perdxidos e outros
oxidantes que participam nos processos biogeoquimicos, além de oligoelementos
essenciais para plancton (Barbeau et al., 2001). Por isso, a radiagdo ultravioleta afeta a
biodisponibilidade de outros metais em ecossistemas aquaticos, com o potencial de
afetar toxicidade do metal e o crescimento do fitoplancton e outros microorganismos
que estdo envolvidos na ciclagem de carbono e nitrogénio. Em geral, fotoreacdes,
induzidas por ultravioleta, de complexos organicos com metais aumentam a sua
disponibilidade bioldgica (Fig. 6).

O aumento resultante na transparéncia da agua pode aumentar os efeitos da
radiacdo ultravioleta sobre a biogeoquimica aquéatica na camada de superficie e coluna
da agua (Hadera et al., 1998). As mudancas climéaticas podem alterar a exposi¢do dos
ecossistemas a radiacdo ultravioleta, influenciando processos na Terra que afetam
destruicdo do ozbnio (Webb et al., 2003). Interagdes entre a mudanca de radiacdo
ultravioleta solar e o clima também influenciam as trocas de gases, tais como
halocarbonetos (por exemplo, brometo de metila). Estes gases, em seguida, influenciam
de destruicdo do ozono e gases de enxofre para produzir aerossois de sulfato (Hader et
al, 2007).
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e sua interagéo com outras mudancgas ambientais. DMS, dimetil sulfeto; CDOM
,matéria organica dissolvida colorida; DOC, carbono orgéanico dissolvido.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO GERAL

Tendo em vista o papel de bactérias em ecossistemas aquaticos e a importancia
da radiacdo ultavioleta como um dos fatores que alteram a dindmica destes
ecossistemas, o0 presente trabalho teve como objetivo geral estabelecer um modelo de
cultura de bactérias aquéticas de agua doce e investigar a acdo da radiacdo ultravioleta

sobre a comunidade bacteriana cultivavel.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer uma cultura de bactérias aquéticas no Laboratério de Biologia

Celular na Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais;

e [Estabelecer a curva de crescimento de bactérias cultivaveis, através de analise

de densidade Optica e microscopia de fluorescéncia;

e Investigar a densidade bacteriana nas culturas submetidas a radiagdo ultravioleta

por espectofotometria e microscopia de fluorescéncia;

e Investigar a viabilidade celular de bactérias aquaticas em culturas sob acdo da
radiacdo ultravioleta, através do uso de marcador especifico para integridade de
membrana;

e Caracterizar a diversidade ultraestrutural de bactérias aquaticas cultivaveis;

e Investigar, por microscopia eletronica de transmissdo, a ocorréncia de alteragdes

celulares de bactérias aquéticas cultivadas submetidas a radiagdo ultravioleta;

e Contribuir para o entendimento da relacdo entre a radiagdo ultravioleta e

bactérias de ecossistemas aquaticos tropicais.

45



4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE COLETA E OBTENGCAO DE AMOSTRAS

O reservatério da Usina Hidrelétrica de Funil encontra-se no Rio Paraiba do Sul
situado nos municipios de Itatiaia e Resende, no Estado do Rio de Janeiro, nas
coordenadas de 22°35’S e 44°35’W (Fig. 8). Este reservatério esta inserido na
Bacia Costeira de Sudeste, em uma regido sujeita a intenso intemperismo quimico,
com relevo montanhoso, e condi¢des de clima tropical quente e chuvoso durante o
verdo, e seco no inverno. O reservatdrio ocupa uma area de aproximadamente 40 km?
com volume total de 890 milhdes m3 e possui nivel méximo de operacao de 466,50 m e
minimo de 444,00m com poténcia nominal de 216 MW. A construcéo do reservatorio
foi finalizada em 1969, com a fungdo principal de gerar energia elétrica, mas é também
responsavel por regular a vazéo do rio, atenuando o impacto de cheias nas cidades a

jusante e abastecimento de dgua dessas cidades.
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Figura 7: Localizagdo geogréafica do Reservatdrio do Funil.. O Reservatorio do Funil
faz parte da bacia do rio Paraiba do Sul, que esta localizado na regido sudeste do Brasil e
abrange o estado do Rio de Janeiro, Minas Gerais e S&o Paulo. Mapa obtido ArcGIS,
versdo 10 (ESRI, 2010).
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O Rio Paraiba do Sul (Fig.7) passa por uma area considerada a mais desenvolvida
do pais e esta localizado entre trés estados com grande atividade econémica (SP, RJ e
MG). O Rio Paraiba do Sul e seus afluentes tém sido corpos receptores dos efluentes
urbanos, industriais e agricolas da bacia do rio Paraiba do Sul e, dessa forma, utilizados
como meio de diluicdo. Atualmente, o rio encontra-se sob forte pressdo antropica
devido a auséncia de tratamento dos esgotos domésticos da maioria das cidades, um dos
principais fatores de degradacdo dos recursos hidricos da regido. Além dos efluentes
industriais e esgotos domésticos, recebe também carga de sedimentos particulados
originarios de atividades humanas e de processos erosivos da devastacdo da cobertura
vegetal do entorno da bacia (Da e Médio, 2012).

Trabalhos do inicio da década de 1980 ja relatam que o reservatério do Funil vem
sofrendo um intenso processo de eutrofizacdo acarretando variaveis quimicas e fisicas
que associadas a fatores bidticos afetam o ecossitema, alternando as comunidades nele
presente. Assim, mudancas como a disponibilidade de nutrientes essenciais,
temperatura, qualidade do susbstrato organico, transparéncia da agua e penetracdo da
radiacdo ultravioleta na coluna d’agua devido a eutrofizagdo, influenciam direta ou
indiretamente a comunidade bacteriana de ambientes aquaticos (Margalef, 1983).

Para coleta das amostras, foram utilizados recipientes plasticos de 500 mL
vedados com papel aluminio na boca e tampa e autoclavados a 1 atm, evitando contado
com as maos ou qualquer outro contato com o meio externo. As amostras de agua foram
coletadas na sub-superficie do reservatorio, armazenadas imediatamente em caixas de
isopor sob refrigeragdo a 5 °C e levadas ao laboratério para o estabelecimento de

culturas de bactérias aquaticas.

4.2 ESTABELECIMENTO DE CULTURA DE BACTERIAS AQUATICAS

Apenas uma pequena porcentagem do nimero total de bactérias em uma amostra
de agua natural pode ser cultivada por meio de técnicas convencionais. A
cultivabilidade de bactérias a partir de diferentes habitats é de 0,25% em agua doce e
até 2% em agua do mar (Bernard et al., 2000). As bactérias cultivaveis sdo definidas
como a fracdo de todas as células capazes de crescimento laboratorial em meios

artificiais (Bussmann, Philipp e Schink, 2001). Desta forma, para o estabelecimento de
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culturas de bactérias aquaticas de agua doce foram realizados diferentes procedimentos

conforme abaixo.
4.2.1 Diluicdo Seriada das Amostras

Para o estabelecimento das culturas bacterianas em laboratério, amostras do
Reservatorio do Funil foram inicialmente submetidas a um processo de dilui¢do seriada
(Fig. 8). A diluicéo seriada consiste em diluir a amostra para diminuir a concentracao de
bactérias, permitindo crescimento amplo da diversidade de bactérias cultivaveis. Em
capela de fluxo laminar (1300 SERIES A2, Thermo Scientific USA), foi transferido
1mL de amostra para um tubo de ensaio estéril contendo 9mL de solucdo salina (NaCl
0,9%). Assim foram realizadas 4 diluicBes seriadas na escala de 1:10 (10?, 102,10° e
10™) (Fig.9).

1mL ImL imL imL

;
e

AMOSTRA

<

GmL NaCl 0,9%
@ L NacCl 0,9%
QmL NacCl 0,9%
@L Nacl 0,9%

1:10 1:100 1:1000 1:10000

Figura 8: Representacgdo esquematica do processo de diluicdo seriada (1:10,
1:100, 1:1000 e 1:10000) a partir de uma amostra nao diluida. Aliquotas de
1mL s&o transferidas seriadamente de uma solucéo para outra, sendo
homogeneizadas a cada transferéncia.
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4.2.2 Meios de Cultura e Plagueamento

A fim de possibilitar o crescimento de maior nimero possivel de espécies
bacterianas presentes na amostra, optou-se por utilizar meios de cultura ndo seletivos
solidos: TSA (Tryptic soy agar, Bacto®, BD, USA) e R2A (Himedia®); e meio ndo
seletivo liquido: TSB (Triptic soy broth, Bacto®, BD, USA). TSA é um meio de cultura
bacteriano rico em nutrientes como triptona, peptona, carboidratos, proteinas e lipidios
para o desenvolvimento dos microrganismos (BioCen, Campinas, SP, Brasil). R2A
possui baixa concentracdo de nutrientes, sendo um meio alternativo usado para
contagem de placas heterotroficas e para isolar subculturas de agua potavel. O meio
R2A é recomendado pela APHA (American Public Health Association) para
plaqueamento, espalhando em placa e técnica de membrana filtrante. TSB é, segundo o
fabricante, um meio rico em nutrientes, de propdsito geral usado para o cultivo de uma
ampla variedade de microorganismos e testes de esterilidade de bolores e bactérias.

De acordo com o numero de placas de Petri e com as instrucfes dos fabricantes,
0s meios de cultura TSA e R2A, respectivamente, foram pesados e dissolvidos em
frascos erlenmeyer de 500 mL e esterilizados em autoclave, a 121 °C (1 atm), durante
20 minutos. Posteriormente, os meios foram arrefecidos até cerca de 50-55 °C. Em
fluxo laminar (1300 series A2, Thermo Scientific), cerca de 20 mL foram evertidos em
cada placas de Petri estéreis. Os meios preparados que ndo foram imediatamente
utilizados, foram guardados sob refrigeracéo 4 °C, vedados com filme PVC.

4.2.3 Semeadura

Através da técnica de semeadura “spread-plate” ou por distensdo, uma aliquota
de 100pL de cada diluicéo obtida a partir da diluigdo seriada, sob de fluxo laminar, foi
inoculada em uma placa de Petri contendo o meio, em triplicata (Fig.9). A aliquota
inoculada na placa foi homogeneizada em movimentos circulares moderados com
auxilio de uma alca de Drigalsky de vidro, previamente esterilizada em lamparina de
alcool. As placas foram nomeadas e incubadas em posicdo invertida a temperatura
6tima de 28°C por 72horas em uma estufa de cultura bacteriolégica (SPLABOR Brasil)
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Figura 9. Esquema de inoculagéo de aliquotas de diferentes diluigdes seriadas a
partir da amostra em meio de cultura sélido.

4.2.4 Caracterizagdo Morfoldgica Macroscopica das Col6nias Bacterianas

Ao término do periodo de incubacdo, morfotipos foram determinados de acordo
com as caracteristicas da coldnia, como coloragdo, formato da borda, elevacéo, detalhe
Optico, tamanho e textura da colénia segundo “Manual of microbiological methods”

(Conn, 1957), como na Fig. 10.

50



Tamanho Grande (>5mm) , Média (2 a 5mm) ou Pequena (< 2mm)

Detalhe Optico Translucida, Transparente, Opaca ou Brilhante
Textura Lisa, Rugosa, Filamentosa, Rugosa e Mucdide
Bordas

1

Inteira Ondulada  Lobhulada Filamentnsa Fspiral

Elevacdo

Plana Elevada Convexa Crateriforme  Papilada

Formas g . * ‘ * ’\

Puntiforme Circular Filamentosa Irregular  Rizoide  Fusiforme

Figura 10: Critérios de caracterizacdo macroscopica de coldnias bacterianas.
Extraida de (Apha., 1976).

4.2.5 Isolamento e Colecdo das Colonias Morfotipos

4.2.5.1 Isolamento

Apos a caracterizacdo macroscopica das col6nias morfotipos, procedeu-se ao
isolamento destas para posterior purificacdo. O isolamento foi realizado em capela de
fluxo laminar onde, com o auxilio de um alca de platina previamente esterilizada em
lamparina de alcool, uma porgdo da colénia de um morfotipo selecionado foi transferida
para uma placa de Petri contendo o mesmo meio de cultivo através da técnica de

semeadura por estrias multiplas. Esta placa, identificada de acordo com o morfotipo
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inoculado, foi incubada nas mesmas condigdes utilizadas no processo de semeadura.
Cada morfotipo visualizado como organismo distinto recebeu uma identificagéo.

Ao término do periodo de incubacdo e verificado o crescimento e a auséncia de
morfotipos diferentes daquele inoculado, realizou-se o processo de purificacdo do
morfotipo. Para a purificagdo, uma porgdo de uma col6nia bem isolada foi transferida da
placa de isolamento e estriada em uma placa de purificagdo contendo TSA enriquecida
com 3% NaCl (TSA-SAL) e incubada pelo mesmo tempo e temperatura utilizados no
processo anterior (Fig.11). O processo de purificagdo foi repetido trés vezes ou até que
se obtivesse uma colbnia pura, ou seja, sem a presenga de outros morfotipos

(contaminag&o).

Figura 11: Esquema do isolamento de dois morfotipos (1 e 2) em meio TSA.

4.2.5.2 Conservacao e colecéo

Apos o processo de purificacdo, os morfotipos foram preparados de forma a
compor uma colecdo de isolados viaveis para utilizacdo de posteriores estudo do grupo.
Em um tubo de ensaio estéril, 8 mL de meio TSA-SAL, previamente
autoclavado a 121 °C (1 atm) durante 20 minutos, foi evertido e colocado em uma
inclinacdo de aproximadamente 45° para sua solidificagdo. Sob capela de fluxo laminar,

com auxilio da alca de platina previamente esterelizada em lamparina de &lcool, uma
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pequena porcdo da colénia purificada foi pingada e, por técnica de estriacdo simples,
adicionada ao meio inclinado. O tubo de ensaio foi mantido em uma estufa
bacteriolégica a 28°C até que fosse verificado o crescimento de coldnias. Em seguida
foi adicionado 200 pl de glicerol 30% e mantido a temperatura de 5°C. Com a
finalidade de elaborar uma colecdo desses isolados por longo periodo, foi preparado um
meio de cultura liquido ndo seletivo, TSB em frasco Erlenmeyer de 500mL,
autoclavado a 121 °C (1 atm) por 15 minutos, seguindo as instrucdes do fabricante. O
morfotipo purificado, sob de fluxo laminar, foi pincado com auxilio da alca de platina
previamente esterelizada em lamparina de alcool, e inoculado no meio TSB preparado.
Apos 12 horas de incubacdo em estufa bacterioldgica a 28°C, sob fluxo laminar, 1mL
da cultura liquida foi diluido em 9mL de meio TSB esterelizado. Setessentos pL desta
diluicdo foram transferidos com auxilio de pipeta graduada estéril para tubo conico
estéril de 1mL, e neste, adicionados 300 pL de glicerol. Os tubos foram armazenados a
temperatura de -80°C em ultrafreezer (Thermo Electron Corporation, USA).

4.3 EXPERIMENTOS COM RADIACAO ULTRAVIOLETA

4.3.1 Lampadas

Foram utilizadas ldampadas artificiais com radiagéo ultravioleta (UV), TL 40/05 e
TL 20/01 (Philips), com pico de emissdo em 365 e 312 nm, representando as faixas de
comprimento de onda ultravioleta A (UV-A) e ultravioleta B (UV-B) respectivamente,
de acordo com protocolo estabelecido previamente no Laboratorio de Ecologia Aquatica
da UFJF por Noyma, 2003 (Noyma, Melo e Roland, 2009). De acordo com este
protocolo, a radiacdo ultravioleta solar, medida com auxilio de um radibmetro modelo
IL 1400A (International Light), a cada uma hora, em um periodo de 10 horas, em um
dia sem cobertura de nuvens, corresponde a radiacdo ultravioleta solar emitida pelas
lampadas. Estas lampadas foram instaladas em um compartimento de madeira com

dimensdes de 150 x 70x 40 cm, com tampa (Fig. 12).
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Figura 12: Fotos representativas dos experimentos com radiacdo ultravioleta
mostrando a disposicdo das lampadas. (A) Compartimento de madeira aberto,
mostrando a disposi¢do das lampadas sobre os frascos com a cultura bacteriana e (B)

compartimento fechado e seu sistema de energia elétrica.

O compartimento de madeira, em testes preliminares, se comportou como
isolante térmico, independente da temperatura ambiente, mantendo a temperatura a 30°

C com as lampadas funcionando.

4.3.2 Transferéncia de Morfotipos Isolados para Cultura Liquida e Determinag&o da

Fase Estacionaria da Comunidade Bacteriana

Para o desenvolvimento dos experimentos, os morfotipos das coldnias isolados
dos meios TSA e R2A de todas as dilui¢Ges realizadas, foram pingados, e em de fluxo
laminar, com auxilio da alca de platina previamente esterelizada por lamparina de
alcool, inoculados no meio de cultura liquido ndo seletivo TSB anteriormente

autoclavado a 121 °C (1 atm) durante 20 minutos. Todos os morfotipos isolados foram
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coletados para obtencdo de maior representatividade da comunidade bacteriana do
ambiente.

Apos a inoculacdo dos morfotipos em um frasco Erlenmeyer contendo 500mL
de TSB, o meio foi incubado por 12hs, em estufa bacteriologica, a uma temperatura
Otima de crescimento de 28°C. O crescimento bacteriano possui fases com
caracteristicas determinadas, como a fase de (1) laténcia ou lag, (2) exponencial ou log,
(3) estacionaria e (4) declinio ou morte (Trabulsi e Alterthum, 2004). Na fase
estacionaria a taxa de crescimento e morte bacteriano se equilibram, tornado constante o
namero de células. Considerando que o foco do presente estudo envolve fatores que
alteram a dinamica da comunidade no meio de cultura, como a radiacdo ultravioleta,
utilizamos a fase estacionéria para a realizacdo dos experimentos.

A determinacéo da fase estacionaria foi realizada através da leitura da densidade
Optica no espectrofotbmetro (DU®640 Spectophotomer, Beckman Coulter).
Posteriormente, a absorbancia foi correlacionada com a densidade Optica bacteriana
determinada conforme descrito na sessdo 5.2.1. Em capela de fluxo laminar, foram
transferidas aliquotas de 2mL da cultura liquida para um tubo de ensaio estéril com
tampa e levadas ao espectrofotdmetro. Foram feitas leituras na faixa de comprimento de
onda de 600 nm em intervalos de uma hora, até que se objtivesse estabilidade na

absorbancia. Assim, o experimento com radiagéo ultravioleta foi iniciado.

4.3.3 Desenho Experimental

Foram establecidos dois grupos: o controle, ndo submetido a radiacdo
ultravioleta e o UV, submetido a radiacdo ultravioleta (Fig. 13). Previamente ao inicio
do experimento, tanto as tréplicas do controle, quanto as dos tratamentos foram
mantidas sob as mesmas condic¢Ges do cultivo. Tréplicas da aliquota da diluicdo da
cultura estoque foram submetidas a tratamentos com radiagéo ultravioleta (UV-A+ UV-
B). No tratamento controle, as cepas foram mantidas sob as mesmas condicGes, sendo
conservadas no proprio local do cultivo. No tratamento com ultravioleta (A+B), as
tréplicas foram mantidas sob efeito de ambas as lampadas ligadas. Os tratamentos
tiveram duragéo total de trés horas sob a influéncia da luz, em frasco de erlenmeyer
com o volume de 100 mL. A utilizacdo de frascos de borosilicato (erlenmeyer) deve-se a
capacidade deste material de barrar radiacdo UV, principalmente UV-B, uma vez que a
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intensidade da emissdo da lampada deste comprimento de onda foi superior a
intensidade necessaria para o experimento.

Em capelar de fluxo laminar e com auxilio de pipetas estéreis, as amostras foram
retiradas a cada hora para a analise de curva de crescimento, por densidade Optica e
contagem de bactérias por microscopia de fluorescéncia, e viabilidade celular. Para
alteracdes ultraestruturais por microscopia eletrénica de transmissao, as amostras foram
retiradas ao final do periodo de trés horas. Antes de cada amostragem, os fracos foram
devidamente homogeneizados manualmente. A temperatura foi controlada, e mantida a

30°C durento todo o experimento.

Cultura
Liquida
(TSB)

ag

Tratados UV (A+B)

Controle 3 horas
VIABILIDADE CELULAR I | CURVA DE CRESCIMENTO | MICROSCOPIA
ELETRONICA DE
TRANSMISSAO
| oensioaoe 6erica | | pensipaoe ceutar |

Figura 13: Desenho experimental mostrando os parametros analisados apds

tratamento e no grupo controle.
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4.4 VIABILIDADE CELULAR

Para andlise da viabilidade celular, baseado na integridade de membrana, foi
utilizado o kit LIVE/DEAD BacLight (Molecular Probes). Este kit é constituido de dois
marcadores: SYTO 9 que cora todas as células, integras ou com danos na membrana e
iodeto de propideo, o qual penetra somente em bactérias com danos em sua membrana,
causando uma reducdo na florescéncia do SYTO 9. Com a mistura destes marcadores,
bactérias com membranas intactas emitem fluorescéncia verde e bactérias que
apresentam dano de membrana, emitem fluorescéncia vermelha. Volumes iguais dos
marcadores SYTO 9 e iodeto de propideo foram misturados. A cada 3uL desta solucéo,
adicionou-se 1 mL da cultura liquida, as quais foram incubadas por 20 minutos no
escuro. Em seguida, as laminas foram obtidas por citocentrifugacdo (Shandon cytospin
4, Thermo Electron) a 452x g por 10 min em alta aceleracdo (Silva et al., 2013) (Fig.
14).

As laminas resultantes foram analisadas em microscépio de fluorescéncia BX-60
(Olympus), equipado com filtro U-MWB com a emissdo no comprimento da luz azul, o
qual possibilita a visualizagdo simultdnea dos marcadores. Foram analisadas uma
amostra para cada grupo nos diferentes tempos: Oh, 1h, 2h e 3h. A contagem foi

realizada em 5 campos aleatorios.
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. Lamina

Lamina

? i’

Amostra
de
cultura

Figura 14: Método de citocentrifugagdo para amostra de cultura bacteriana. Em (A) e (B),
uma lamina regular é acoplada no Shandon EZ Megafunnel™. (C): Cultura liquida (1mL)
corada € adicionada camara de amostra do Megafunnel. (D): O Megafunnel é entdo encaixado
no local indicado dentro do citocentrifuga. Em (E) e (F) depois de fechar a tampa externa,
pardmetros de rotacdo sdo definidos no painel de controle (452x g por 10 min em alta
aceleracdo). Em (G), é visto o Megafunnel na posicdo vertical (posi¢do de balango). A forca
centrifuga (seta) permite que a célula seja empurrada para a lamina. Isto efetivamente contorna
as dificuldades normalmente associada a deposi¢Bes obtidas por exame direto ou filtracdo. (H)
A lamina é desacoplada da Megafunnel e uma monocamada de células pode ser observada em

uma zona definida na lamina. Em (1) e (J), depois de esperar alguns minutos (3-5) para secar, a
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lamina é montada e esta pronta para ser analisada por microscopia de fluorescéncia. Extraido de
Silva et al. (2013).

4.5 CURVA DE CRESCIMENTO

Para estabelecer a curva de crescimento, dois parametros foram analisados:
densidade optica por espectrofotometria e nimeros de células bacteriana/mL por
microscopia de fluorescéncia. Para a andlise da curva de crescimento bacteriano, a
quantificacdo celular foi estimada através da avaliagdo da densidade Optica em
comprimento de onda de 600 nm, e posterior contagem através de microscopia de
fluorescéncia, com o marcador 4’,6 — diamidino-2- fenilindol-dihidrocloreto (DAPI).

4.5.1 Densidade Optica por Espectrofotometria

Aliguotas de 2mL, em capela de fluxo laminar, com auxilio de pipetas graduadas
estéreis foram transferidas para um tubo de ensaio estéril com tampa, e utilizadas para
medig@o da massa celular em espectrofotdometro. Essa etapa foi realizada repetidamente
a cada uma hora ao longo do experimento. Um tubo de ensaio contendo o meio TSB,
previamente autoclavado, foi utilizado durante o experimento, como controle, para
zerar o espectrofotdmetro nos momentos de avaliacdo da densidade dptica. Para a
montagem da curva do namero de células por mL de meio de cultura, foram utilizados

os valores de menor diluicdo que possibilitavam sua leitura.

4.5.2 Densidade Bacteriana

A densidade bacteriana foi quantificada em laminas preparadas em
citocentrifuga e coradas com utilizando o DAPI. O DAPI é um marcador que se liga a
fita dupla de DNA emitindo uma fluorescéncia azul (Joux e Lebaron, 2000).

As amostras foram fixadas em formaldeido 2%, coradas DAPI na concentracdo
final 5ug/mL e preparadas em citocentrifuga (Shandon cytospin 4, Thermo Electron) a
452 x g, durante 10 minutos em alta aceleracédo (Silva et al., 2013) (Fig. 14) As laminas
foram montadas com Gleo de imersdo e as bactérias contadas em microscopio de

fluorescéncia (Olympus BX-60) em 10 campos aleatdrios, em aumento de 1000x. Para a
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quantificagcdo bacteriana foi utilizado o seguinte fator de conversdo: (nxA)/(Vxa), onde
n= nimero de células contadas, a= area da grade contada, e V= (volume fixado de

amostra x volume contado)/ (volume da amostra) + (volume do fixador).

4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para a analise ultraestrutural de bactérias por MET, foram processadas amostras
coletadas de bactérias em cultura dois grupos: lcontrole e UV, ap6s 3h do inicio do
experimento. As amostras foram imediatamente fixadas, ainda em suspensdo, em
solugdo de Karnovsky (1% paraformaldeido e 1% de glutaraldeido) durante 1 h,
conforme protocolo de rotina do Laboratério de Biologia Celular da UFJF (Barros et al.,
2010). Posteriormente, as amostras foram lavadas em tampao fosfato 0,1M, pH 7,3, e
centrifugadas (254 x g a 15°C por 20 minutos) para obtencdo de pellets. Em seguida,
estes foram incluidos em agar 2%, o que possibilita que as etapas subseqiientes sejam
realizadas sem o contato direto com os organismos. Esta préinclusdo em agar reduz os
artefatos causados por danos mecadnicos e a perda de espécimes durante 0s
procedimentos que se seguem (Melo et al., 2007).

Os blocos de agar contendo as amostras foram pos fixados em 6smio reduzido
(ferrocianeto de potéssio 3% em tampdo fosfato 0.2M e 6smio 2% em agua destilada)
por 1h em temperatura ambiente e lavados por 3 vezes em tampdo fosfato 0,1M, pH7,3.
Apos a lavagem com tampédo maleato de sodio, pH 5,2, as amostras foram contrastadas
in bloc com acetato de uranila 2% em tampado maleato de sodio (0,05 M, pH 6,0) por 2
horas & temperatura ambiente e lavadas com a mesma solucdo tampdo. Em seguida, as
amostras foram desidratadas em etapas de concentragdes crescentes de alcoois (50%,
70%, 90%, 95%), passando em cada etapa duas vezes por 5 minutos e, posteriormente
em acetona (5 minutos). Apos a desidratacdo, as amostras foram pré-infiltradas em meio
de inclusdo epon/acetona (2:1) overnight a temperatura ambiente, infiltradas em meio
com DPM-30 e incluidas em resina (Polybed 812, Polysciences, Warrington, PA, USA).
Apo6s polimerizagdo por 16 horas a 60°C, foram feitos cortes ultrafinos em
ultramicrotomo (Sorval MT2, newton, MA, USA), os quais foram contrastados com
citrato de chumbo. As amostras foram analisadas em diferentes aumentos em

microscopio eletrénico de transmissdo (EM-10, Zeiss, USA) em 60 KV.

60



4.7 OBTENCAO E ANALISE DE IMAGENS

As amostras processadas para microscopia de fluorescéncia foram fotografadas

com camera digital Evolution VF (Media Cybernetics) acoplada ao microscépio de

fluorescéncia BX-60 (Olympus), com a utilizacdo do programa Image Pro-Plus (Media

Cybernetics).

Para as analises ultraestruturais, foram estudadas um total de 168 micrografias,

sendo 84 micrografias para cada grupo, em aumentos de 25000x a 150000x. Para as

avaliagdes morfométricas das bactérias nas micrografias obtidas por MET foi utilizado

0 programa Image J (National Institute of Mental Health, USA). Os seguintes

parametros foram estudados:

1.

3.
4.

Caracteristicas gerais da ultraestrutura bacteriana: Foram analisadas a
ocorréncia das principais estruturas bacterianas, como nucleiode,
vesiculas

Envoltério celular: foram analisadas caracteristicas dos envoltorios
celulares em ambos os grupos estudados, como espessura e tipo (gram-
positivo ou gram-negativo).

Tamanho médio da capsula

Integridade ultraestrutural bacteriana: Esta foi analisada e classificada em
(A) integras, quando apresentaram membrana plasmaética, parede celular
e estruturas internas sem dano estrutural; (B) danificadas, para bactérias
que apresentaram danos em alguma estrutura e/ou membrana e parede
célula; e (C) vazias, células que apresentram seu conteudo esvaziado ou
em esvaziamento e/ou com fragmentos celulares amorfas que néo

apresentaram similaridade com estruturas citoplasmaéticas.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Na avaliagdo da viabilidade celular e fragmentacdo de DNA foi utilizado o

ANOVA oneway, para diferenca significativa entre os trés sistemas estudados e o teste t

para diferencas significativas entre as médias em cada sistema.

As analises estéticas e gréficos foram feitos com a utilizacdo do programa
Prisma v. 5.01 (GraphPad Software Inc).
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4.9 DESTINO DE MEIOS DE CULTURA E MATERIAIS UTILIZADOS NOS
ENSAIOS

Apo6s cada avaliacdo, os meios e frascos utilizados foram devidamente
autoclavados para sua esterilizagdo, antes de seu descarte em lixo bioldgico, de modo a

evitar quaisquer contaminagdes de outras vias.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTABELECIMENTO DAS CULTURAS BACTERIANAS

Culturas de bactérias aquaticas foram estabelecidas em dois meios de cultura
solidos ndo seletivos: R2A e TSA. As bactérias foram semeadas em diferentes diluicdes
(10", 102, 10° e 10™), e em ambos os meios foram observados o crescimento de
colbnias bacterianas. As colonias foram isoladas de acordo com 0s aspectos
morfoldgicos das coldnias encontradas descritos a seguir.

5.1.1 Aspectos Morfoldgicos das Coldnias Bacterianas

As colbnias bacterianas apresentaram diferentes aspectos morfoldgicos, os quais
foram considerados como morfotipos. Os morfotipos foram descritos de acordo com
suas caracteristicas macroscopicas (Conn, 1957) (Fig.15). Foram encontrados 5
morfotipos nas diferentes diluigbes, nos meios de cultura R2A e TSA e uma maior
diversidade de morfotipos em meio R2A, conforme mostrado na tabela 1.

No meio R2A, o crescimento de morfotipos foi observado nas diluicdes 10™,107
e 10°, enquanto no meio TSA, detectou-se crescimento na diluicdo 10

Apos isolamento, os morfotipos foram conservados a -80°C em ultrafreezer no
Laborato6rio de Biologia Celular/UFJF.
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MORFOTIPO

MEIO

CARACTERIZACAO

MF1

R2A

Pequena

Forma: Circular
Elevagao: Convexa
Borda: Lisa
Estrutura: Lisa
Brilho: Opaca

Cor: Amarelo

MF2

R2A

Grande

Forma: Irregular
Elevagdo: Elevada
Borda: Ondulada
Estrutura: Lisa
Brilho: Opaca
Cor: Bege claro

MF3

TSA

Pequena

Forma: Circular
Elevagao: Convexa
Borda: Lisa
Estrutura: Granulosa
Brilho: Opaca

Cor: Amarelo claro

MF4

R2A,
TSA

Pequena (2mm)
Forma: Circular
Elevagdo: Elevada
Borda: Lisa
Estrutura: Lisa
Brilho: Translucida
Cor: Branca

MEF5

TSA

Grande

Forma: Rizdide
Elevagdo: Elevada
Borda: Lobada
Estrutura: Lisa
Brilho: Opaca
Cor: Bege Claro




Grande

Forma: Rizdide
Elevacao: Elevada
Borda: Filamentosa
MF6 R2A | Estrutura: Filamentosa
Brilho: Translucida
Cor: Branca

Figura 15: Caracterizacdo morfoldgica das colonias de bactérias aquaticas em meio
R2A e TSA. Nas imagens os morfotipos foram evidenciados pelo circulo vermelho.

Tabela 1: Morfotipos encontrados em meio R2A e TSA
R2A TSA

Morfotipos MF1, MF2, MF3, MF4 MF4 e MF5
e MF6
Total de morfotipos 5 2




5.2 CURVAS DE CRESCIMENTO

ApoOs estabelecimento das culturas bacterianas em meio sélido, os morfotipos
foram transferidos para meio de cultura liquido ndo seletivo (TSB) e incubados por 12
horas, conforme descrito na secdo 4.3.2, para a realizacdo dos experimentos de
exposicdo das bactérias a radiacdo UV. Para isso, foi necesséria inicialmente a analise
do comportamento da curva de crescimento bacteriano nas culturas em meio TSB. As
bactérias foram submetidas a radiacdo ultravioleta quando a curva de crescimento se

mostrou estavel (fase estacionéria).

5.2.1 Curva de Crescimento Padrdo por Densidade Optica

Para estabelecimento da curva de crescimento padrdo, foi realizada a analise de
absorbéancia obtida pela densidade 6ptica do meio de cultura liquido inoculado, a cada
hora, durante 20 horas. A curva de absorbancia mostrou-se estavel entre 3 e 10 horas
(Fig. 16A).

5.2.2 Curva de Crescimento Padrdo por Densidade Bacteriana

A curva de crescimento padrdo também foi obtida através da contagem da
densidade bacteriana na cultura liquida. As [l&minas foram preparadas por
citocentrifugacdo, coradas com DAPI e analisadas por microscopia de fluorescéncia
(Fig. 16B e C).

A partir da contagem bacteriana durante 10 horas, foi estabelecida a curva de
crescimento padréo. Entre a segunda e a nona contagem (2h-9h), foi verificada uma fase
de estabilidade no crescimento bacteriano (Fig. 16B), que entrou em declinio a partir da
décima hora.

Comparando a curva de crescimento padrdo por densidade Optica e por
densidade bacteriana, concluiu-se que a fase estacionaria se da a partir da terceira hora.
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5.3 RADIACAO ULTRAVIOLETA

Os dois grupos experimentais: (1) UV, submetido & radiacdo ultravioleta; e (2)
Controle, mantidos sob as mesmas condi¢Oes de temperatura, e analisados durante 3

horas, mostraram o0 seguinte comportamento, com rela¢do as curvas de crescimento:

5.3.1 Analise da Curva de Crescimento por Densidade Optica

A curva de crescimento por densidade oOptica do grupo UV apresentou uma
queda significativa na densidade dptica durante o experimento (p<0,05) (Fig.16E). J& no
grupo controle, a curva se manteve estavel durante o experimento (p>0,05),
acompanhando o mesmo comportamento da curva de crescimento padrdo, como pode

ser observado na Fig.16E.

5.3.2 Analise da Curva de Crescimento Bacteriano por Densidade Bacteriana

No grupo UV, foi verificada uma diminuicdo significativa na densidade
bacteriana da primeira para terceira hora de exposicao a radiacdo ultravioleta (p<0,05),
que pode ser relacionada com a queda gradual na curva de crescimento (Fig. 16D). Ja
no grupo controle, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) na densidade bacteriana,

em acordo com a estabilidade apresentada pela curva de crescimento (Fig.16D).
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Figura 16: Curvas de crescimento bacteriano por densidade 6ptica e densidade de
bactérias. Em (A), curva de crescimento padrao obtida por espectrofotometria através de
analise de densidade optica durante 20 horas. Em (B), curva de crescimento padrao obtida
por contagem de células bacterianas coradas com DAPI e analisadas por microscopia de
fluorescéncia (C), durante 10 horas. Observe em (A) e (B) que ha uma estabilidade das
curvas de crescimento na terceira hora, indicando o inicio da fase estacionaria. Ja (D) e (E)
mostram curvas de crescimento de bactérias apds exposi¢cao a radiagao ultravioleta com-
paradas com controle nas trés primeiras horas, enquanto (E) mostra esta comparagao ao
longo de 10 horas. Bactérias aquaticas foram cultivadas em meio TSB. Barra=10um.



5.4 VIABILIDADE CELULAR

A avaliagdo da integridade da membrana celular foi usada como indicativo da
viabilidade de bactérias aquaticas nos grupos controle e UV. A técnica de
citocentrifugacdo, aliada a utilizacdo do kit LIVE/DEAD BacLight (Silva et al., 2013)
permitiu boa visualizacdo, por microscopia de fluorescéncia, de bactérias viaveis e
inviaveis na cultura estudada. De acordo com os marcadores utilizados (SYTO 9 e
iodeto de propideo), células com membranas alteradas apresentaram fluorescéncia
vermelha, enquanto células com membranas intactas apresentaram fluorescéncia verde
(Fig. 17A e 18).

Bactérias viaveis e inviaveis foram observadas tanto no grupo controle como no
grupo UV. No entanto, as andlises qualitativas e quantitativas em microscopia de
fluorescéncia mostraram variacdo na quantidade de bactérias viaveis/inviaveis quando
0s dois grupos foram comparados (Fig. 17 e 18). Considerando as 3 horas de exposicao
a radiacdo ultravioleta em conjunto, o grupo UV apresentou maior porcentagem média
de células inviaveis (38,28%) comparado com o grupo controle (18,23%) (p<0,05)
(Fig.17B). No grupo controle, ndo houve diferenca significativa na porcentagem média
de células inviaveis (Fig. 17C; F=0,16, p=0,92).

No grupo UV, comparando a porcentagem média de bactérias inviaveis do inicio
da exposicao a radiagdo ultravioleta (tempo Oh) com cada um dos tempos subsequentes
(Ohx1hx2hx3h) foi verificado um aumento significativo (F=4,38, p<0,05) de células
invidveis. Alem disso, houve diferenca significativa quando a porcentagem media de
bactérias inviaveis observadas ap0s a primeira hora de exposicdo foi comparada com a
documentada apds a terceira hora (1hx3h, p=0,037). Porém ndo houve diferenca
significativa na porcentagem média de bactérias inviaveis entre a segunda e terceira

hora de exposicgéo, (F=0,83, p<0,05).
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Figura 17: Viabilidade celular em bactérias aquaticas cultivaveis. Amostras submeti-
das a radiagao ultravioleta e controle (n=15), foram citocentrifugadas, coradas com o kit
LIVE/DEAD BacLight. Em (A) observa-se bactérias aquaticas por microscopia de fluo-
rescéncia no inicio do experimento (0h). No detalhe (Ai), note a presencga de bactérias em
verde, viaveis (seta) e em vermelho, inviaveis (cabeca de seta). Em (B), € mostrado a
porcentagem média de bactérias por viabilidade nas trés horas em conjunto. Ja em (C) a
viabilidade bacteriana é visualizada por hora, em cada grupo: Controle e UV. Em (B) e (C)
o asterisco (*) indica diferenga significativa (p<0,05). Barra, 10 uym.
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Figura 18: Viabilidade celular de bactérias aquaticas ao longo de trés horas de
exposi¢cdo a radiacdo ultravioleta e controles. Bactérias aquaticas cultivaveis foram
coradas com iodeto de propideo e Syto9 (BacLight) e visualizadas por microscopia de
fluorescéncia. As bactérias vidveis encontram-se coradas em verde enquanto as
bactérias invidveis em vermelho. Note a variagdo da quantidade de bactérias
viaveis/invidveisquando os grupos controles (A, C e E) e expostos a radiacdo UV (B, D
e F) sdo comparados. Barra = 10um.

5.5 ULTRAESTRUTURA

5.5.1 Aspectos Gerais

Andlises ultraestruturais a MET mostraram bactérias com diferentes tamanhos e
estruturas tipicas como nucledide, membrana plasmatica com aspecto trilaminar, parede
celular, mesossomos e granulos. Além disso, observou-se diversidade ultraestrutural
entre as bactérias, associada com a presenca de diferentes estruturas bacterianas
intracelulares e extracelulares, descritas abaixo.

Analises morfométricas mostraram que a area celular das bactérias variou de
0,93 um® & 1.290 um?. Porém foi verificado que as bactérias expostas a radiacdo
ultravioleta (grupo UV) apresentaram &rea celular de 04548 + 0,03102 pm?,
significativamente maior que a do grupo controle, 0,3985 + 0, 01987 (p<0,05).

A MET revelou bactérias com envoltérios celulares que apresentaram diferentes
espessuras e aspecto ultraestrutural. Foram observados envoltérios bacterianos
tipicamente gram-positivos (Fig. 19A e B), caracterizados pela presenca de membrana
plasmética e parede celular, e gram-negativos (Fig. 19C), caracterizados pela presenca
de membrana plasmaética, espaco periplasmatico e membrana externa. Em ambos 0s
grupos, foi observada maior ocorréncia de bactérias com parede celular gram-positiva
(Tabela 2) do que gram-negativa. Entretanto, a ocorréncia de gram-positivas foi maior
no grupo exposto a radiacdo UV (82,14%). Vale ressaltar que na maioria das bactérias
gram-positivas no grupo UV (84,05%), foi possivel observar a presenca de camada S
compondo o envoltério celular (Fig. 19B e Bi). Porém, o envoltério celular foi
significativamente mais espesso no grupo controle que no grupo UV (p<0,05).
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Tabela 2 - Tipos de envoltorios celular observados em bactérias aquaticas de
culturas apos exposicdo ou ndo a radiacdo ultravioleta.

Tipo de envoltério Grupo Controle (%) Grupo UV (%)
bacteriano n=84 n=84
Gram-positivo 69,05 82,14
Gram-negativo 30,95 17,86

Andlises ultraestruturais mostraram ocorréncia de capsulas formadas por matriz
extracelular de exopolimeros em 78,57% das bactérias (n=168), com espessura variando
entre 0,17um - 0,120um. A ocorréncia de estrutura capsular foi maior no grupo UV
(85,71%) que no grupo controle (73,8%). Porém a média da espessura da capsula foi
significativamente menor no grupo UV (p<0,05).

As anélises ultraestruturais permitiram observar nas bactérias, a presenca de
septos celulares dividindo a célula bacteriana (Fig. 20). Geralmente a presenca de septos
indica que a célula estd em processo de divisdo celular ou esporulacdo (Rothfield,
Taghbalout e Shih, 2005). Observou-se a formacdo do septo de divisdo na regiéo
mediana da célula, dando origem a duas células iguais, sinalizando crescimento
vegetativo da célula bacteriana (Trabulsi e Alterthum, 2004) (Fig. 20A, Ai e C). A
formacdo assimétrica do septo (Fig. 20B e Bi), assim como a presenca de esporo (Fig.
Bii), também foram documentadas, indicando ocorréncia de esporulacdo (Rothfield,
Taghbalout e Shih, 2005). Em geral, houve maior ocorréncia de bactérias apresentando
septos (50%) no grupo UV do que no grupo controle (14,28%).

Um aspecto marcante da analise por MET foi a presenca de vesiculas brotando
na membrana externa das bactérias (Fig. 21 A, Ai e Aii). Estas vesiculas projetavam-se
para 0 meio extracelular onde liberavam seus produtos (Fig. 21B). Também foram
observados grupos de bactérias descarregando contetdos celulares em uma regido
extracelular especifica (Fig. 21 B e C).

5.5.2 Integridade Ultraestrutural

Para investigar a ocorréncia de alteragcGes ultraestruturais induzidas pela
exposicdo a radiagdo ultravioleta, bactérias do grupo UV e Controle foram processadas
para MET, analisadas e classificadas, conforme abaixo, seguindo critérios descritos na
secdo 4.7 (material e métodos):
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1 — Bactérias integras: apresentaram membrana plasmética e envoltorio celular
integros, bem como estruturas internas sem alteragdes aparentes (Fig.19, 20 e 21).
2 — Bactérias danificadas: apresentaram perda parcial da integridade ultrastrutural,
exibindo danos em estruturas internas e no envoltério celular (Fig. 22). Além disso,
bactérias danificadas apresentaram alteracGes da morfologia celular que variavam desde
pequenas alteracdes até perda consistente da forma (Fig. 22 A, C e D). Em algumas
situacOes, bactérias danificadas também mostraram alteracbes da elétron-densidade da
matriz citoplasmatica, com areas de condensacdo citoplasmatica (Fig. 22B). Bactérias
danificadas foram documentadas em proximidade de bactérias vazias (Fig. 22D).
3 — Bactérias Vazias: apresentaram perda total da integridade ultraestrutural com
esvaziamento do conteldo intracelular (Fig. 23). Algumas bactérias apresentaram-se em
processo de esvaziamento celular e outras completamente vazias com regibes amorfas
sem similaridade com estruturas citoplasmaticas tipicas.

Andlises ultraestruturais quantitativas demonstraram que a exposi¢do a radiacdo
UV induziu alteragdes morfoldgicas evidentes nas bactérias (Tabela 3). No grupo UV, a
maioria das bactérias apresentou alteragdes morfoldgicas (danificadas e vazias=
52,38%, Tabela 3). Neste grupo, também foi verificado um aumento consideravel na

ocorréncia de bactérias vazias em comparagdo com o grupo controle (Tabela 3).

Tabela 3 - Integridade ultraestrutural de bactérias aquaticas em cultura
analisadas por microscopia eletronica de transmissdo apds exposicdo ou ndo a
radiacdo ultravioleta.

Integridade Celular Controle (%) UV (%)
n=84 n=84
integras 90,48 47,62
Danificadas 3,57 40,48
Vazias 5,95 11,90

5.5.3 Integridade Ultraestrutural x Envoltorio Celular

Em bactérias, o conjunto formado pela membrana plasmética e parede celular €
comumente chamado de envoltorio celular, o qual possui fun¢Bes na protecdo e

adaptacéo destes microrganismos (Silhavy, Kahne e Walker, 2010).
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As andlises de integridade ultraestrutural demonstraram que a maioria das
bactérias com envoltério celular gram-positivo encontrava-se ultraestruturalmente
integras, em ambos 0s grupos, controle (Tabela 4; 65,48%) e UV (Tabela 4; 45,24%).
Em contrapartida, a maior ocorréncia de bactérias com alteragdes morfologicas
(Danificas+Vazias) no grupo em exposicdo a radiacdo UV foi verificada nas gram-
negativas (Tabela 4; 30,9%+5,95%= 36,95%).

Tabela 4 - Integridade ultraestrutural de bactérias aquaticas em cultura
analisadas por microscopia eletronica de transmissdo relacionadas com tipo de
envoltorio celular nos grupos UV e Controle.

Controle (n=84) UV (n=84)
Tipo de envoltério  Gram- Gram- Total Gram- Gram- Total
celular Positivo  Negativo Positivo  Negativo
Integras (%) 65,48 25,00 90,48 45,24 2,38 47,62
Danificadas (%0) 1,19 2,38 3,57 9,53 30,95 40,48
Vazias (%) 2,38 3,57 5,95 5,95 5,95 11,9
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Figura 19: Microscopia eletronica de transmissdo de bactérias aquaticas cultivadas mostrando diferentes tipos de
envoltorios celulares. (A e B) Bactérias com envoltdrios celulares tipicos de bactérias gram-positivas. Em (Ai) e
(Bi), observam-se, em maior aumento, detalhes da membrana plasmatica (amarelo) e parede celular (vermelho).
Note em (Bi), que o envoltorio celular apresenta uma estrutura bidimensional externa a parede celular (azul,
camada S). Em (C), uma imagem representativa de bactéria gram-negativa. (Ci) mostra o envoltdrio celular gram-

negativo composto por membrana plasmaética (amarelo), periplasma (verde) e membrana externa (lilas). Barra,
A=250nm; Ai=400nm; B=160nm; Bi=0,36nm; C=200nm e Ci=560nm.



Figura 20 — Ultraestrutura de bactérias aquaticas
cultivadas, em processo de divisdo celular e esporula-
¢do. Em (A) e (C), observam-se bactérias em divisdo
celular. Note a presenca de septos celulares na regido
mediana da célula (cabeca de seta vermelha). Apds o
término do processo de divisdo celular sdo originadas duas
células iguais, como mostrado em (Ai). Ja em (B) e (Bi),
observam-se bactérias em processo de esporulagdo, apre-
sentando septos celulares que dividem a célula assimetri-
camente (cabegas de setas azuis) e irdo formar pré-esporos
(seta amarela). Em (Bii) encontra-se um esporo maduro.
N, nucleoide. Barra, A=250nm; Ai= 500nm, B=50nm:;
Bi=312nm e Bii,C=600nm.




Figura 21 — Bactérias aquaticas em cultura liberam vesiculas de secre¢io a partir da mem-
brana externa. (A-C) Vesiculas secretoras (setas) sdo nitidamente observadas por microscopia
eletronica de transmissdo. Note o aspecto trilaminar da membrana envoltora, destacado em amarelo
em (Aii). Estas vesiculas sdo formadas a partir da membrana externa, (Ai e Aii, cabeca de seta).
Note em (B) e (C), grupos de bactérias liberando produtos de secrecdo em uma regido do meio
extracelular adjacente. (Gr) granulo eletrodenso. Barra = A= 250nm; Ai =130nm; B=260nm
e C=2 pm.
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Figura 22: Bactérias aquaticas
mostram alteragdes ultraestruturais
apos exposicao a radiagcao
ultravioleta . (A-B) Bactérias
danificadas com perda parcial da
integridade do envoltério  celular
(cabecas de setas). Observe em (B),
area de condensacao citoplasmatica
(*), com aumento da elétron-densidade
da matriz citoplasmatica. Em (C e D),
observam-se bactérias com alteragdes
da forma celular. Em (D), observe a
associagao de uma bactéria danificada
com estrutura extracelular amorfa que
aparentemente representa uma
bactéria vazia (seta). (Gr) granulo
elétron-denso. O grafico (E) mostra a
frequéncia de bactérias integras,
danificada e vazias, no grupo
submetido a radiagdo ultravioleta.
Barra, A,B,C e D=715nm.




Figura 23: Bactérias aquaticas apos exposicdo a radiacdo ultravioleta, apresentando
perda gradativa da integridade celular. Em (A), observa-se bactéria em processo de esva-
ziamento do conteudo celular. Note alteragdes na membrana plasmatica (setas) e rompimento
do envoltorio celular, com consequente extravasamento de material citoplasmatico (cabega de
seta). Em (B), observa-se bactéria em processo mais avangado de degradagao e esvaziamento
e em (C) bactérias vazias apresentando estruturas amorfas sem similaridade com estruturas
citoplasmaticas tipicas, mas ainda mantendo parcialmente o formato original.
Barra, A=200nm; B=440nm ¢ C=500nm.



6. DISCUSSAO
6.1 ESTABELECIMENTO DE CULTURAS

Desde o descobrimento de microrganismos no século XVII, foram feitos
progressos substanciais para o entendimento da abundancia e diversidade do mundo
bacteriano. Esse entendimento foi fundamentado através da utilizacdo de técnicas
simples que permitiram o cultivo e estudo de bactérias causadoras de doencas. Tais
técnicas, ao longo dos anos, tém sido também usadas para o cultivo de bactérias de
diferentes ecossistemas, principalmente com o objetivo de monitoramento da qualidade
de d4gua (Fuhrman e Noble, 1995; Rothfield, Taghbalout e Shih, 2005; Silhavy, Kahne e
Walker, 2010).

A maioria dos trabalhos envolvendo bactérias aquaticas utiliza amostras
coletadas diretamente de ecossistemas aquaticos (Fuhrman e Azam, 1980; Cho e Azam,
1990; Davidson e Van Der Heijden, 2000; Freese, Karsten e Schumann, 2006; Barros et
al., 2010). Estas amostras ambientais sdo rotineiramente processadas para diferentes
analises em laboratério. A determinacdo de pardmetros das comunidades bacterianas
naturais, como densidade, producdo e biomassa sdo essenciais para o entendimento das
relacdes ecoldgicas que ocorrem nos ecossistemas aquaticos (Fuhrman e Azam, 1980;
Del Giorgio e Cole, 1998; Freese, Karsten e Schumann, 2006). Tais parametros sdo
controlados por diversos fatores fisico-quimicos e biologicos que influenciam na
dindmica das comunidades bacterianas naturais, como disponibilidade de nutrientes,
temperatura, predacdo, competicéo, infeccdo viral e radiacdo UV (Abreu, Biddanda e
Odebrecht, 1992; Fuhrman e Noble, 1995; Wetzel, 2006; Pomeroy et al., 2007;
Grossart, 2010). Estes fatores atuam em conjunto nos diferentes ecossistemas aquaticos
naturais. Portanto, para maior compreensdo de efeitos isolados de cada fator sobre a
comunidade bacteriana sd0 necessarios estudos em ambientes experimentais
controlados. Assim, o estabelecimento de culturas bacterianas se torna importante para a
determinagé&o de protocolos de estudo da fisiologia, biologia e ecologia bacteriana.

No presente trabalho, foram estabelecidas culturas de bactérias aquaticas
heterotroficas de agua doce através de técnica de diluicdo seriada, semeadura e
isolamento em dois meios de cultura s6lidos ndo seletivos: TSA e R2A. O meio TSA é

um meio de cultura mais rico em nutrientes que o meio R2A.
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As bactérias cresceram em ambos 0s meios formando col6nias, que foram
descritas de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas. Diferentes morfotipos de
colonia foram encontrados nas dilui¢fes. Entretanto no meio R2A pode ser verificado
mais morfotipos de colbnias (6) do que no meio TSA (2). O meio R2A é amplamente
recomendado para crescimento de bactérias heterotroficas de ambientes aquéticos
(Apha., 1976). Trabalhos anteriores comparando o crescimento bacteriano em diferentes
meios constataram um maior crescimento de bactérias em meio R2A do que em meios
de cultura ricos em nutrientes (Apha., 1976; Thompson, Naidu e Pestka, 1985). O meio
R2A é, em termos de nutrientes, muito mais pobre que o meio TSA. Desta forma, as
bactérias aquaticas podem se adaptar mais facilmente a meios pobres, uma vez que o
ambiente natural € também um meio com baixa concentragdo de nutrientes. Portanto, as
bactérias das amostras da agua quando plaqueadas em um meio mais rico como TSA
sofrem possivelmente um choque de nutrientes que limita seu crescimento. Meios de
cultura ricos em nutrientes tendem a recuperar baixos nimeros e poucos tipos de
bactérias, porém acredita-se que bactérias relacionadas com a qualidade da 4gua, como
coliformes e enterobactérias patogénicas, crescam melhor nestes meios (Thompson,
Naidu e Pestka, 1985).

Vale ressaltar que apenas uma pequena porcentagem (0,25%) do namero total de
bactérias em uma amostra de agua doce natural pode ser cultivada por meio de técnicas
convencionais (Bernard et al., 2000). Portanto, a utilizagdo de meios de cultura com
diferentes concentracbes de nutrientes pode ser uma estratégia interessante para
viabilizar o crescimento da diversidade bacteriana representativa do ecossistema
estudado.

Apos o estabelecimento das culturas bacterianas em meio solido, os morfotipos
de colbnias foram isolados e transferidos para meio liquido ndo seletivo (TSB) e
cultivados a 30°C. O crescimento bacteriano apresenta 4 fases: Lag, exponencial ou
Log, estacionaria e declinio (Trabulsi e Alterthum, 2004). Estas fases sdo representadas
graficamente por uma curva de crescimento, que podem ser estabelecidas através da
varios parametros mensurdveis, como: densidade Optica, unidades formadoras de
colénia (UFC) e numero de bactérias viaveis (Prescott, Harley e Donald, 2002). No
presente trabalho, as curvas de crescimento tanto por densidade Optica do meio de

cultura liquido, quanto por densidade de células bacterianas se mostraram estaveis a
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partir da terceira hora. Portanto, determinou-se que a fase estacionaria da cultura
estudada se da a partir da terceira hora de crescimento bacteriano no meio TSB a 30°C.

A partir das culturas isoladas, foram transferidas aliquotas para meio TSB e ap6s
a terceira hora do crescimento estas foram expostas a radiagdo ultravioleta por 3h. A
cada hora foram analisados 0s seguintes parametros: crescimento bacteriano por
densidade Optica, densidade bacteriana e viabilidade celular, além da ultraestrutura por
MET (ap6s 3 horas).

6.2 CRESCIMENTO E VIABILIDADE DE BACTERIAS AQUATICAS EXPOSTAS
A RADIACAO ULTRAVIOLETA

6.2.1 Crescimento Bacteriano

Andlises da curva de crescimento bacteriano durante a exposicdo a radiagdo
ultravioleta demonstraram uma queda na densidade bacteriana, quando avaliadas por
densidade dptica e densidade de células. E estabelecido que a radiacdo ultravioleta é um
dos fatores que podem atuar afetando o crescimento de bactérias em ecossistemas
aquéticos naturais e culturas bacterianas (Aas et al., 1996; Jeffrey et al., 1996). Murphy
(2001) verificaram decréscimo significativo na abundancia bacteriana no total de
bactérias marinhas cultivaveis, quando submetidas a radiacdo UV. Os efeitos da
radiacdo ultravioleta em bactérias tém relagdo com a absorcdo de fétons pelo DNA
bacteriano que ira afetar a replicacdo do DNA e a transcrigdo do RNA. Em respostas aos
danos causados pela radiacdo UV, as bactérias apresentam mecanismos de reparagdo
variados que, quando falham, levam estes microorganismos a morte (Walker, 1984;
Jeffrey et al., 1996; Noyma, Melo e Roland, 2009). Portanto, podemos inferir que o
decréscimo da densidade de bactérias nas culturas submetidas a radiagdo ultravioleta,
estava relacionado com a morte celular causada pela exposicéo essa radiagéo.

6.2.2 Viabilidade e morte celular de bactérias submetidas a radiacéo ultravioleta

A avaliacdo da viabilidade celular € amplamente usada em diferentes estudos de
biologia celular e microbiologia para observagdo, a microscopia de luz, de células
funcionalmente alteradas e em processo de morte (D'avila et al., 2006; Fletcher et al.,
2009; Davey e Hexley, 2011; Hall, Bondada e Keller, 2011). O uso do kit LIVE/DEAD
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BacLight é particularmente indicado para avaliagdo da viabilidade celular em
microorganismos e tornou-se muito usual nos Ultimos anos devido ao seu procedimento
pratico e répida distingdo entre células viaveis e ndo viaveis (Decamp e Rajendran,
1998). Este kit vem sendo utilizado em vérios estudos para determinar a
viabilidade/inviabilidade, ou seja, vida/morte de bactérias em ambientes naturais e
culturas (Decamp e Rajendran, 1998; Boulos et al., 1999; Haglund et al., 2003; Freese,
Karsten e Schumann, 2006). No entanto, € a primeira vez que este método foi usado
para avaliar a viabilidade celular em bactérias aquaticas cultivaveis de agua doce do
Reservatorio do Funil, um ecossistema tropical.

No presente trabalho, as andlises de viabilidade mostraram a ocorréncia de
morte celular em bactérias em meio de cultura em ambos os grupos: UV e controle. Este
resultado encontra-se em acordo com estudo anterior em ecossistemas naturais
demonstrando que a morte celular de bactérias € um processo de ocorréncia geral (Silva,
2012). Além disso, nossos resultados demonstraram, pela primeira vez, que bactérias de
agua doce em cultura, provenientes de um ecossistema tropical, sdo afetadas e morrem
quando expostas a radiacdo UV. De fato, através da microscopia de fluorescéncia,
observou-se variagdo na quantidade de bactérias viaveis/invidveis entre 0s grupos
controle e UV e ao longo das trés horas analisadas. Estudo sobre a viabilidade celular
em bactérias cultivaveis, através da utilizacdo do kit Live/Dead BacLight, também
detectou aumento de células inviaveis quando expostas a radiacdo ultravioleta (Boulos
et al., 1999).

Nossos resultados demonstraram que na terceira hora de exposi¢do a radiacdo
ocorreu um aumento significativo de células inviaveis quando comparada com primeira
hora de exposi¢do e com o grupo controle. Isto significa que o tempo de exposicéo a
radiagdo UV pode influenciar na perda da integridade de membrana celular, conforme
constatado por Berney et al. (2007). Células com membranas ndo integras ndo podem
manter um gradiente eletroquimico que gera o potencial de membrana, podendo ser
classificadas como mortas. Portanto, em conjunto com os dados mostrando decréscimo
da densidade bacteriana e consequente queda da curva de crescimento, 0 aumento de
células inviaveis, claramente demonstra que a radiagdo UV induz morte bacteriana.

As andlises de viabilidade celular utilizadas no presente trabalho sdo importantes
para 0 entendimento da dindmica das comunidades bacterianas submetidas ou ndo a
radiacdo ultravioleta. Estas analises permitem a deteccdo de alteragdes celulares
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relacionadas & morte que antecedem a lise celular. Desta forma, em compara¢do com
analises de densidade bacteriana, as quais detectam apenas bactérias integras e ndo
integras, a avaliacdo da integridade celular fornece um panorama mais completo sobre o
processo de morte bacteriana nos ecossistemas (Silva et al., 2013).

Trabalhos anteriores discutem viabilidade de bactérias expostas a radiagdo
ultravioleta em nivel de cultura, através da contagem de UFCs (Knudson, 1985;
Helbling et al., 1995; Hoyer, 1998; Cabaj e Sommer, 2000). Porém é bem documentada
a existéncia de um continuo de estados fisioldgicos entre vida e morte bacteriana em
ecossistemas aquéticos e uma grande variabilidade em termos de bactérias viaveis/ndo
viaveis e cultivaveis/ndo cultivaveis (Joux e Lebaron, 2000; Smith e Del Giorgio, 2003;
Sawstrom et al., 2008; Romanova e Sazhin, 2011). Desta forma, técnicas que utilizam a
contagem de UFCs para mensurar efeitos da radiacdo UV n&o levam em consideragéo
células que permanecem viaveis, porém perdem a capacidade de formar novas coldnias
(ndo cultivaveis).

Cabe ainda ressaltar com relagdo & técnica utilizada para as andlises de
viabilidade, que o processamento das amostras foi feito com uso de citocentrifugacao.
Em trabalhos anteriores do Grupo, o método de citocentrifugacdo para preparacdo das
laminas proporcionou melhor visualizacdo de bactérias aquéticas quando comparado ao
método usual (contagem de bactérias sobre a superficie de filtros, apos filtragdo) para
analise quantitativa a microscopia de luz (Singh, Hader e Sinha, 2010). No caso da
citocentrifugacdo, as bactérias sdo visualizadas e contadas diretamente sobre a
superficie da ladmina, evitando a formacdo de background (muito comum em

preparac6es com filtro), além de permitir a preparacao rapida das amostras.

6.3 ULTRAESTRUTURA BACTERIANA

Conforme mencionado anteriormente, amostras de bactérias, apds trés horas de
exposicdo a radiacdo ultravioleta e controles foram processadas para MET, tendo em
vista que este grupo apresentou menor densidade bacteriana e maior ocorréncia de
celulas invidveis. Desta forma, utilizamos a MET como ferramenta para entender
melhor aspectos morfoldgicos ultraestruturais da comunidade das bactérias cultivadas,
assim como possiveis alteracfes ultraestruturais induzidas pela radiacdo UV. Ressalta-
se que a MET vem sendo utilizada para estudo de estruturas de células bacterianas em
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ambientes naturais e culturas (Moriarty e Hayward, 1982; Hoppert e Mayer, 1999;
Kerfeld, Heinhorst e Cannon, 2010), mas os estudos da ultraestrutura bacteriana em

ecossistemas aquéticos ainda é muito pouco conhecida.

6.3.1 Diversidade Ultraestrutural

As andlises de MET revelaram bactérias aquaticas apresentando estruturas
tipicas comumente encontradas em bactérias, como: nucledide, membrana plasmatica,
parede celular e granulos citoplasmaticos. No entanto, chamou atengdo a diversidade
ultraestrutural das bactérias analisadas, representada por diferencas morfolégicas quanto
as estruturas bacterianas observadas. A discussdo da diversidade ultraestrutural
encontrada levara em conta apenas dados obtidos nos grupos controle, uma vez que a
ocorréncia de estruturas no grupo UV pode estar relacionada com alteracGes
ultraestrurais, discutidos na se¢éo 6.3.2.

No presente trabalho, foi possivel observar bactérias de variados tamanhos
(0,93-1.290 um®). Comparando os tamanhos das bactérias analisadas com bactérias em
ecossistemas aquaticos naturais (dados do grupo de pesquisa em Biologia
Celular/UFJF), verificou-se que bactérias em cultura apresentam maior area celular.
Este fato pode ser explicado pela adaptacdo metabdlica e fisioldgica a alta concentragdo
de nutrientes no meio de cultura e fatores controlados, como temperatura.

Andlises ultraestruturais mostraram diferencas evidentes quanto as espessuras e
composicdo de envoltorios celulares bacterianos. Estas diferencas refletem a presenca
de bactérias gram-positivas e gram-negativas comumente encontradas em ecossistemas
aquaticos (Moriarty e Hayward, 1982; Beveridge, 1999; Nevot et al., 2006).

Estruturas capsulares foram observadas em 53,8% das bactérias e apresentaram
ampla variagdo em sua espessura (17-120nm). Esta frequéncia é maior do que a
encontrada em ambientes naturais. Em ecossistemas aquéaticos marinhos foram
encontradas capsulas em 7-27% das bactérias analisadas (Cowen, 1992; Stoderegger e
Herndl, 2001). J& em ecossistemas aquaticos tropicais amazonicos, foi verificada a
frequéncia de 31,4% (Silva et al., 2013). Estruturas capsulares sdo importantes para
celulas bacterianas, pois permitem a retencdo de agentes tdxicos e protecdo a predacéo
(Hahn, Lunsdorf e Janke, 2004), além de absorcdo e estocagem de nutrientes (Roberts,
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1996). Assim a maior ocorréncia de capsulas em culturas pode estar relacionada com
maior disponibilidade de nutrientes presentes no meio de cultura.

Uma observacdo interessante foi a presenca de vesiculas membranosas
secretoras em algumas bactérias. Estas vesiculas sdo formadas a partir da membrana
externa e projetavam-se para 0 meio extracelular adjacente, onde descarregavam seus
produtos. Grupos de bactérias liberando produtos vesiculares em uma regido comum do
meio extracelular também foram observados. Estudos indicam que estas vesiculas de
membrana externa apresentam conteddo variado e podem ser essenciais na
sobrevivéncia bacteriana e inibicdo da lise por infeccdo viral (Kulp e Kuehn, 2010).
Estas vesiculas podem conter componentes variados que auxiliam na formagdo da
parede celular, inibem compostos téxicos do meio (Mcbroom e Kuehn, 2007) e
favorecem a formacgéo e estabelecimento de biofilmes (Schooling e Beveridge, 2006).
Além disso, podem conter enzimas que contribuem para aquisicdo de nutrientes
(Thompson, Naidu e Pestka, 1985) e autolisinas que degradam outras bactérias, o que
poderia favorecé-las na competicdo por nichos (Li, Clarke e Beveridge, 1998).

Finalmente, corroborando com dados anteriores do grupo que avaliaram a
diversidade ultraestrutural de bactérias aquaticas em ambientes naturais (Singh, Hader e
Sinha, 2010), ressalta-se que a diversidade morfoldgica bacteriana vai além do que a
simples descri¢do da forma bacteriana. Os resultados aqui descritos enfatizam o fato das
bactérias aquaticas, tanto em ecossistemas naturais quanto em culturas, constituirem
organismos complexos o que denota também a complexidade funcional destes

microorganismos.
6.3.2 Alterag0es e Integridade Ultraestrutural

As bactérias submetidas a radiagdo ultravioleta, analisadas por MET,
apresentaram alteragOes ultraestruturais evidentes, representadas por variacdo na

frequéncia de estruturas observadas e danos na integridade ultraestrutural, em

comparagdo com o grupo controle.
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6.3.2.1 Frequéncia de estruturas observadas: Grupo Controle x Grupo UV

Anélises morfométricas das secc¢Oes bacterianas obtidas por MET demonstraram
que 0 grupo exposto a radiacdo ultravioleta apresentou maior ocorréncia de bactérias
com envoltério celular tipo gram-positivo, composto por membrana plasmatica e parede
celular. O envoltorio celular gram-positivo € menos espesso que 0 gram-negativo,
porém promove uma maior protecdo a célula ao estresse osmatico e sua consequente
lise (Benson, 1998). J& no envoltorio celular gram-negativo, a membrana externa
confere uma maior capacidade seletiva de internalizacdo, tornando as bactérias mais
resistentes as acdes de detergentes, corantes e antibiticos. Desta forma, podemos
especular que a presencga de maior ocorréncia de bactérias com envoltorio celular gram-
positivo, no grupo exposto a radiacdo UV, estd relacionada com maior protecdo a
membrana plasmatica e estruturas internas. Vale salientar que foi evidente a maior
ocorréncia de camada S no envoltério celular das bactérias no grupo UV. A camada S €
uma estrutura bidimensional externa a parede celular de bactérias gram-positivas
(Engelberg-Kulka et al., 2006). Trabalho anterior ndo encontrou alteracGes
significativas provocadas pela radiagdo UV na membrana plasméatica de bactérias do
género Bacillus, principal grupo de bactérias que apresentam camada S (Bgrsheim,
Bratbak e Heldal, 1990a). Estes dados sugerem que a camada S possa estar atuando
como agente protetor da membrana plasmatica aos efeitos danosos da radiagdo UV.

No presente estudo, a ocorréncia de capsula foi maior no grupo UV do que no
grupo controle. Em ecossistemas aquéaticos, a radiagdo ultravioleta pode alterar a
disponibilidade de nutrientes (Jeffrey et al., 1996), e a capsula, conforme mencionado
anteriormente poderia atuar favorecendo a captacdo de nutrientes do meio. Além disso,
as analises ultraestruturais revelaram que a espessura da capsula mostrou-se menor no
grupo UV em comparacdo com o controle. Esta reducdo pode ser explicada pelas
alteracdes na integridade provocadas pela radiagdo ultravioleta.

Andlises das micrografias eletrdnicas, mostrando cortes longitudinais de
bactérias, permitiram observar septos celulares dividindo a célula bacteriana, com maior
ocorréncia no grupo UV (50%) em comparagdo com o grupo controle (14%). Durante a
divisdo celular formam-se septos na regido mediana da célula. Porém em algumas
bactérias, foi também observada a formacdo de septos assimétricos, que podem estar
relacionados com eventos de esporulacdo bacteriana (Ducklow, 2000). A maior
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ocorréncia de septos no grupo UV pode estar relacionada com a formacdo de esporos
como mecanismo de protecdo ao estresse gerado pela radiagcdo UV.

6.3.2.2 Integridade Ultraestrutural

Bactérias aquaticas do grupo UV e controle foram analisadas e categorizadas de
acordo a integridade ultraestrutural em integras, danificadas ou vazias. Heissenberger,
Leppard e Herndl (1996) assumem que somente bactérias com estruturas internas
integras podem ser consideradas potencialmente ativas. De fato, um dos pardmetros
utilizados para caracterizar células vivas e viaveis € a presenca de estruturas celulares
morfologicamente identificaveis (Nebe-Von Caron e Badley, 1995). Por outro lado,
alteracdes estruturais séo indicativas de danos celulares que podem anteceder processo
de morte (Heissenberger, Leppard e Herndl, 1996).

De acordo com as analises de integridade ultraestrutural, a maioria das bactérias
analisadas por MET no grupo UV mostraram-se com alteracbes morfoldgicas
indicativas de morte ou processo de morte (danificadas e vazias, respectivamente),
constituindo um total de 52,38%. Este dado corrobora os resultados de viabilidade
celular demonstrados pelas contagens por microscopia de fluorescéncia usando o
marcador BackLight (38,28%). A diferenca encontrada poderia ser justificada
pelo fato da MET ser capaz de identificar alteragdes iniciais de estruturas celulares. O
fato é que nossos estudos por MET identificaram uma porcentagem significativa de
bactérias alteradas morfologicamente, o que pode contribuir para se entender a dinamica
da comunidade bacteriana submetida a radiagdo ultravioleta.

As andlises de integridade ultraestrutural apontaram que a maioria das bactérias
com envoltério celular gram-positivo encontrava-se integras, em ambos 0s grupos.
Porém pode-se observar que no grupo UV, a maioria das bactérias gram-negativas
apresentaram alteracGes morfologicas, encontrando-se vazias ou danificadas. Este fato
corrobora com os dados discutidos acima, reforcando novamente a protegédo conferida
pela parede celular e camada S das bactérias gram-positivas contra danos provocados
pela exposicao a radiagdo UV.

Com base nos resultados encontrados pela anélise de integridade, em conjunto,
foram detectadas alterac@es celulares indicativas de morte celular. Bactérias danificadas
apresentaram alteracdes da morfologia celular em diferentes graus até perda acentuada
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da forma. De fato, foi verificado um aumento da area celular no grupo UV, onde foi
possivel, inclusive, se observar bactérias com forma alongada, indicando inchaco
celular. Este evento pode ter relacdo com danos na membrana plasmatica, que causam
aumento da permeabilidade e consequente inchaco da célula anterior a lise (Jeffrey et
al., 1996). Sereda, Vandergucht e Hudson (2012) observou alongamento celular em
bactérias dividindo, expostas a radiacdo ultravioleta. Em algumas situagdes, foi
verificado um padrado intracelular eletron-denso em bactérias danificadas, que podem
representar areas de condensacdo citoplasmatica de estruturas internas que estdo em
processo de degradacdo. Algumas bactérias apresentaram-se em processo de
esvaziamento do conteudo celular e outras completamente vazias com regides amorfas
sem similaridade com estruturas citoplasmaticas tipicas, o que indica bactérias ja em
processo de lise.

Em resumo, o presente trabalho demonstrou que a irradiagdo UV induz
alteragbes morfologicas e morte em bactérias aquaticas cultivadas. Além disso,
estabelece um modelo de cultura de bactérias aquaticas de agua doce, o qual pode
contribuir para o entendimento de diferentes aspectos da comunidade bacteriana e para
outros estudos de estresses ambientais.
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7 CONCLUSOES

- O uso de diferentes meios de cultura (R2A e TSA) possibilitou o estabelecimento de
um modelo de cultura de bactérias aquaticas de agua doce, com maior diversidade de
morfotipos de coldnias encontrada no meio R2A, que foi considerado o mais indicado
para o cultivo de bactérias aquaticas. Esse modelo de cultura pode contribuir para o
entendimento de diferentes aspectos da comunidade bacteriana e para outros estudos de

estresses ambientais.

- A radiagcdo ultravioleta afeta o crescimento bacteriano em cultura, conforme
demonstrado pelas analises da curva de crescimento por densidade Gptica e densidade
bacteriana. Além disso, demonstrou-se que o tempo de exposi¢do a radiacdo interfere

negativamente neste crescimento.

- A radiagdo ultravioleta induz aumento significativo na mortalidade de bactérias
aquaticas cultivaveis. Este aumento, detectado pelas analises da viabilidade celular
(Baclight), também ocorre em funcdo do tempo de exposicdo a radiacéo.

- O uso de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) revelou consideravel
diversidade ultraestrutural de bactérias aquaticas no modelo de cultura estabelecido,
mimetizando a diversidade ultraestrutural encontrada em bactérias de vida livre em

ecossistemas aquéticos tropicais (Silva et al., 2013).

- As analises ultraestruturais também demonstraram que a radiagdo ultravioleta induz
alteracbes morfoldgicas progressivas em bactérias aquaticas assim como morte desses
microorganismos. A radiacdo ultravioleta também induziu maior frequéncia de bactérias
gram-positivas com camada S e/ou capsula, o que pode estar relacionada com
adaptacBes morfologicas ao estresse. A maioria das bactérias gram-positivas
encontradas no grupo UV estava integra, sugerindo papel protetor da camada S a
radiacdo ultravioleta. Em contrapartida, bactérias gram-negativas foram mais afetadas
pela radiacdo ultravioleta. Estes resultados reforcam que bactérias aquaticas em cultura

possuem mecanismos de reparo a danos causados pela radiagéo ultravioleta.
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- Ampliando a visdo de trabalhos anteriores do Grupo que estudou diferentes
parametros ligados a morte celular em ambientes aquaticos (Barros et al., 2010; Silva,
2012) os resultados do presente estudo reforcam a importancia da analise individual de
fatores que interferem diretamente na comunidade bacteriana. Ressalta-se a relevancia
de se manter culturas de bactérias aquaticas em ambientes controlados para analise
pontual de fatores relacionados com a dindmica da comunidade bacteriana. Além disso,
a cultura é fundamental para a obtengdo de maior concentracdo celular o que facilita a

investigacao das respostas de bactérias aquaticas.
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ANEXO

Durante o desenvolvimento do trabalho, com participagdo na autoria, foi
publicado o artigo entitulado: “Vizualizing aquatic bactéria by light and electron
microscopy” na revista Antonie Van Leeuwenhoek — Journal of Microbiology, que se
encontra dentro do escopo do presente estudo.
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