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RESUMO
Muitos grupos de anfibios depositam seus ovos em ninhos de espuma. Essas estruturas sio
formadas durante o amplexo e resistem a degradacdo devida sua composi¢do rica em
proteinas surfactantes, carboidratos e lectinas. Ninhos de espuma conferem abrigo aos ovos
depositados e larvas jovens, protecdo contra raios ultravioletas, efeitos de dessecacao,
predadores, além de fornecer oxigenacdo e reserva alimentar. Sabe-se, atualmente, que a
defesa contra muitos patégenos no individuo adulto é proveniente de sua microbiota,
entretanto pouco se conhece sobre a microbiota presente nos ninhos durante seu estdgio
juvenil. O presente trabalho buscou isolar e identificar bactérias cultivdveis do ninho de
espuma do anuro Adenomera hylaedactyla, a fim de avaliar a importancia ecolégica desses
microrganismos € suas atividades bioldgicas, bem como seu potencial biotecnoldgico. Os
ninhos foram coletados em Sdo Gongalo do Amarante-CE durante a estagdo chuvosa, junto de
amostras do solo adjacente. Em seguida, as amostras foram diluidas, plaqueadas em meio
ATGE ou BDA e mantidas por 48/168 h a 30°C. Os morfotipos bacterianos e fingicos foram
isolados e estocados. Foram realizados testes enzimaticos em meios ATGE + amido (0,1%
p/v) para amilases, ATGE + leite desnatado (1% p/v) e ATGE + gelatina (3% p/v) para
pesquisa de proteases com diferentes sitios de clivagem. Foi adicionado lugol para detec¢do
da atividade amildsica e uma solucdo de sulfato de amonio ((NH4)2SO4) 4,1M para a
atividade da gelatinase. Para o ensaio antiftingico, foi inoculado o fungo Fusarium sp. em
meio BDA e no quinto dia, as bactérias e controle negativo E. coli (ATCC 25922) foram
transferidas em fase log para a placa. Os resultados foram observados pela inibicdo do
crescimento do fungo na placa. Para o teste antibacteriano, foi realizado o antibiograma com
amostras padronizadas do sobrenadante dos cultivos de bactérias do ninho, utilizando as
bactérias Escherichia coli (ATCC 25922) e Bacillus subtilis (ATCC 6633) como cepas alvo. O
DNA gendmico dos isolados de ninho foi extraido por termolise ou CTAB 2X e o gene 16S
rRNA amplificado utilizando os primers 27F e 1525R ou 63F e 1389R e enviados para
sequenciamento. As sequencias foram tratadas utilizando o software Geneious Prime e os
géneros identificados a partir do alinhamento com o banco de dados. Foram isolados 17
fungos e 21 bactérias do solo adjacente, além de 7 fungos e 30 bactérias nas amostras de
ninho. Os isolados bacterianos do ninho de espuma foram predominantemente Gram
negativas do filo Proteobacteria, e houve maior abundancia dos géneros Enterobacter,
Bacillus e Serratia. 8 (27%) dos isolados do ninho de espuma foram positivos para amilases e
19 (63%) positivos para proteases com diferentes sitios de clivagem, em comparagdo com o

solo adjacente que apresentou 5 (24%) para amilases e 8 (38%) para proteases. 9 (30%) dos



isolados do ninho apresentaram atividade antifiingica no crescimento do fungo Fusarium sp.
Nenhuma atividade antibacteriana significativa foi relatada. O presente trabalho forneceu
informacdes sobre os microrganismos cultiviveis do ninho de espuma da espécie A.
hylaedactyla, destacando sua importancia na defesa contra patdégenos e potencial
biotecnoldgico para producdo de enzimas hidroliticas.

Palavras-chave: anfibios; antifiingico; enzimas; microbiota.



ABSTRACT
Many groups of amphibians lay their eggs in foam nests. These structures are formed during
amplexing and resist degradation due to their composition rich in surfactant proteins,
carbohydrates and lectins. Foam nests provide shelter for deposited eggs and young larvae,
protection against ultraviolet rays, desiccation effects, predators, in addition to providing
oxygen and food reserve. Currently is known that the defense against many pathogens in the
adult individual comes from their microbiota. However, little is known about the microbiota
present in the nests during their juvenile stage. This work search to isolate and identify
cultivable bacteria from the foam nest of the anuran Adenomera hylaedactyla, in order to
evaluate the ecological importance of these microorganisms and their biological activities, as
well as their biotechnological potential. The nests were collected in Sdo Gongalo do
Amarante-CE during the rainy season, in additional samples of the adjacent soil. Then, the
samples were diluted and plated in ATGE and BDA medium and maintened for 48/168 h at
30°C. The bacterial and fungal morphotypes were isolated and stored. Enzymatic tests were
carried out on ATGE + starch (0.1% w/v) for amylases, ATGE + skimmed milk (1% w/v) and
ATGE + gelatin (3% w/v) to search for proteases with different cleavage sites. Lugol was
added to detect amylase activity and a 4.1M ammonium sulfate (NH4) 2S0O4) solution for
gelatinase activity. For the antifungal assay, the fungus Fusarium sp. was grown in BDA
medium and on the fifth day the bacteria and negative control E. coli (ATCC 25922) were
transferred in a log phase to the plate. The results were observed by inhibiting the growth of
the fungus on the plate. For antibacterial tests, the antibiogram was performed with
standardized samples of the supernatant from the bacterial cultures of the nest, using the
bacteria Escherichia coli (ATCC 25922) and Bacillus subtilis (ATCC 6633) as target. The
genomic DNA of the nest isolates was extracted by thermolysis or CTAB 2X and the 16S
rRNA gene was amplified using primers 27F and 1525R or 63F and 1389R and sent for
sequencing. The sequences were treated using the Geneious Prime software and the genera
identified from the alignment with the database. 17 fungi and 21 bacteria were isolated from
the adjacent soil, in addition to 7 fungi and 30 bacteria in the nest samples. The bacterial
isolates of the foam nest were predominantly Gram negative from the Proteobacteria phylum,
and there was a greater abundance of the Enterobacter, Bacillus and Serratia genera. 8 (27%)
of foam nest isolates were positive for amylases and 19 (63%) positive for proteases with
different cleavage sites, compared to the adjacent soil that presented 5 (24%) for amylases and
8 (38%) for proteases. 9 (30%) of the nest isolates showed antifungal activity on the growth

of the fungus Fusarium sp. No significant antibacterial activity has been reported. The present



work provided information on the cultivable microorganisms of the foam nest of the species
A. hylaedactyla, highlighting its importance in the defense against pathogens and
biotechnological potential for the production of hydrolytic enzymes.

Keywords: amphibian; antifungal; enzymes; microbiota.
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1. INTRODUCAO

Os ninhos de espuma sdo bioestruturas de grande importincia para a reproducdo de
anuros e irradiacdo no ambiente terrestre, sendo uma notdvel adaptacdo e permitindo a
proliferacao em dreas abertas e secas (PEREIRA, 2017). Estes sdo formados durante o
amplexo, e sua resisténcia a degradacdo € conferida por sua composi¢do rica em proteinas
surfactantes, carboidratos e lectinas (HISSA et al., 2008; DALGETTY & KENNEDY, 2010;
VITT & CALDWELL, 2014).

Muitas espécies formadoras de ninhos de espuma, como o anuro Adenomera
hylaedactyla, possuem larvas endotréficas que completam o desenvolvimento de girino para
adulto no ninho (BORGES-LEITE, 2015). Essas emulsdes conferem vantagens ao
desenvolvimento da prole, como abrigo aos ovos depositados e larvas jovens, protecao contra
raios ultravioletas, efeitos de dessecagdo, predadores, além de fornecer oxigenagdo e reserva
alimentar (TANAKA & NISHIHIRA, 1987; HISSA et al., 2008). Dessa forma, torna-se
evidente a importancia de conhecer essas bioestruturas para a conservacdo de espécies diante
de problemadticas emergentes, que vem contribuindo com o declinio populacional do grupo.

Dentre as ameacas enfrentadas, podemos destacar a quitridiomicose, uma doencga
causada pelo fungo quitridio Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) e responsdvel pelo
declinio de 501 espécies (6,5% de todas as espécies de anfibios), com previsdo de mais 90
extingbes e uma reducdo da abundancia ultrapassando 90% em outras 124 espécies
(SCHEELE, 2019; FISHER & GARNER, 2020).

Até o momento ndo had cura para a doenga, contudo, muitos estudos como o de
HOLDEN 2015, apresentam o potencial das comunidades bacterianas da pele de anuros pos-
metamorficos na defesa contra o patdégeno Bd. Conhecendo essas bactérias, é possivel
manipular a microbiota da pele, induzindo um bioaumento de bactérias potencialmente
benéficas como uma viavel estratégia de mitigagdo (MULETZ et al., 2012; BLETZ et al.,
2013).

Além de possuir uma comunidade microbiana prépria (HISSA et al., 2008), os ninhos
de espuma compdem uma defesa inata contra patégenos devido a presenca de peptideos
antimicrobianos (SHAHRUDIN, 2017) e sua composi¢do de proteinas, lectinas e cistatinas
(FLEMING, 2009). Apesar disso, o papel ecolégico da microbiota dos ninhos de espuma
ainda € pouco conhecido.

Além do mais, por ser o primeiro local de contato da pelo do girino apds eclosdo dos
ovos, acredita-se que o conhecimento dessa microbiota € essencial para conhecer a microbiota

da pele dos girinos e adultos. Com isso, os ninhos de espuma apresentam um ambiente
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potencialmente amplo para o desenvolvimento de probidticos mais eficazes para atuacdo na
protecdo contra o Bd, tendo grande impacto na conservacao de espécies. Vale ressaltar que a
microbiota de ninhos de espuma de anuros ainda é pouco conhecida.

Diante disso, o presente trabalho busca acessar a comunidade microbiana cultivavel do
ninho de espuma da rd Adenomera hylaedactyla, averiguando seu papel ecoldgico na
manutencdo dos ninhos de espuma, além da prospec¢do de cepas com capacidade de inibir o

crescimento do fungo Bd e produtoras de enzimas de interesse biotecnoldgico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anuros e ocorréncia no semi-arido brasileiro

Os Anfibios compdem um grupo bastante diverso, com 8.229 espécies atualmente
conhecidas e mais espécies sendo descritas a cada ano (FROST, 2020). As trés ordens que
compreendem a classe amphibia sdo morfologicamente distintas. Sapos e rds (ordem Anura)
sdo especializados para pular, com pernas traseiras largas, corpos encurtados, sem cauda e
com cabeca e grandes olhos. Salamandras e tritdes (ordem Urodela) sdo muito mais
alongados, com tamanho aproximadamente igual das patas anteriores e posteriores € uma
cauda alongada. Cecilias (ordem Gymnophiona) s3o especializadas na vida em subsolo. Elas
apresentam corpos alongados vermiformes, sem pernas e com olhos bastante reduzidos

(WELLS, 2007).

Os anfibios sdo considerados organismos modelo em diversas dreas de estudo. Além de seu
fundamental papel em redes tréficas e controle de pragas, o grupo € apresentado como um
potencial bioindicador de mudangas climéticas devido a sensibilidade da respiracdo cutinea
em resposta a fatores ambientais (HOPKINS, 2007). Outros estudos, inclusive, destacam a
importancia de anuros na prospec¢do de biomoléculas aplicadas a saide humana. J4 é relatado
ao menos 15 espécies da familia Bufonidae a serem utilizadas na medicina tradicional.
Compostos esterdides da pele e de secrecoes da glandula paratéide de espécies como Bufo
gargarizans, Duttaphrynus melanostictus € Rhinella marina apresentaram atividade inibitéria
contra uma variedade de células cancerigenas, como as linhagens MDA-MB435 (melanoma),
HCT-8 (c6lon), HL60 (leucemia) e SF295 (glioblastoma) (CUNHA et al.,, 2010;
RODRIGUEZ et al., 2017).

Os anfibios ocupam quase todos habitats disponiveis na terra, exceto os oceanos, ilhas
ocednicas distantes e as regides congeladas do Artico e Antdrtico. Salamandras sio mais
abundantes em regides temperadas, enquanto anuros e cecilias sdo mais abundantes em
florestas tropicais, que fornecem uma combinac¢do ideal de temperaturas quentes e

pluviosidade (WELLS, 2007).

A disponibilidade de dgua tem grande importancia para a composi¢do e riqueza das
comunidades de anfibios em escala local, regional e global (PYRON AND WIENS, 2013).
No entanto, savanas, regioes semi-dridas e dridas em todo mundo também abrigam uma

diversidade de espécies de anfibios (SILVA et al., 2017). Regides semi-aridas sao
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consideradas desafiadoras para os anuros devido as dificuldades impostas por aspectos
fisiol6gicos como a permeabilidade da pele e consequente risco de desidratagcdo em ambientes
secos (NAVAS, 2004). A Caatinga, um bioma exclusivo do nordeste brasileiro, ¢ um exemplo

de 4rea semi-arida com uma vasta herpetofauna.

A Caatinga enfrenta problemas ecolégicos como baixa umidade relativa, vegetacdao
escassa, altas temperaturas diurnas e uma imprevisivel sazonalidade das chuvas, que
geralmente ocorrem a partir de janeiro, porém, com grande variacio no comprimento do
periodo de estiagem e na duragdo de lagoas tempordrias, com algumas dreas podendo exceder

periodos de 7 até 10 meses sem agua (NAVAS, 2004; SILVA et al., 2017).

A estiagem direciona os anuros a ocuparem ambientes semi-daridos que oferecam condi¢des
adequadas para o estabelecimento de periodos reprodutivos sazonais. Os anuros toleram a
seca por meio de adaptacdes fisiologicas, como a economia de dgua derivada de ajustes no
metabolismo do nitrogénio, a formacao de casulos higroscopicos do estrato cérneo, baixando
a taxa metabdlica e por mecanismos fisiolégicos que evitam danos aos ossos € musculos

devido a inatividade (NAVAS, 2004).

Devido as restricdes fisiologicas impostas pela disponibilidade de dgua, ambientes semi
aridos e aridos em todo o mundo recebem menos aten¢do dos herpetologistas (GARDA et al.,
2013) e dados sobre distribui¢do, taxonomia e histdria natural dos anfibios da Caatinga ainda
sdo iniciantes, com grande parte do dominio ainda pouco estudado (CAMARDELLI &
NAPOLI 2012; BORGES-LEITE et al., 2014). O trabalho de GARDA et al. (2013) relatou
98 espécies ocorrendo na Caatinga, pertencentes a 12 familias. As familias Hylidae e
Leptodactylidae abrigaram 67% da diversidade da regido (66 espécies). Também ha indicios
de 20 espécies endémicas e 14 restritas (12 pertencentes a Chapada Diamantina na Bahia e 4

pertencentes aos brejos no Ceara).

Pertencente a familia Leptodactylidae, a espécie Adenomera hylaedactyla é amplamente
distribuida na América do Sul. Taxonomicamente, o género Adenomera possui dificuldades
quanto a classificagdes sistemadticas, devido a fatores como grandes variacdes morfoldgicas
intra e inter populacional e espécies cripticas. No Brasil, espécies do género Adenomera estao
distribuidas na Amazonia, Mata Atlantica e em formacdes abertas de ambientes secos como
Chaco, Cerrado e Caatinga. Dentre o gé€nero, a espécie A. hylaedactyla possui a maior

distribuicao entre as regides. Ha relatos da abundancia de espécies ndo descritas relacionadas,
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referidas como Adenomera aff. hylaedactyla, em regides como Cerrado e Caatinga. Devido a
sua abundancia, a espécie indica ser um bom modelo ecoldgico para entender a influéncia de
condi¢des ambientais na reproducdo de anuros em ambientes secos (FOUQUET, 2013;

BORGES-LEITE, 2015; RAMALHO et al., 2018).
2.2 A quitridiomicose e uso da microbiota da pele de anfibios para sua protecao

Anfibios t€ém a maior proporcao de espécies ameacadas de extin¢do entre os vertebrados do
mundo, com 41% das espécies vivas consideravelmente ameacadas. (STUART et al., 2004;
HAMER, 2008; PIMM et al., 2014). Acredita-se que isso ocorra devido a combinacdo de
fatores importantes, como perda de habitat, contaminacdo ambiental, doengas, mudancas
climéticas, introdugdo de espécies exoticas e extrativismo de recursos para uso humano. Por
essa razdo, os anfibios se tornaram um foco de esforcos para conservacdo da biodiversidade

(HOPKINS, 2007; NORI, 2015).

Mortalidades em massa observados em algumas populacdes de anfibios forneceram as
primeiras evidéncias de que doengas poderiam desempenhar um papel significativo no
declinio de suas populacdes. Os anfibios sdo afetados por uma série de doencas com
diferentes etiologias, como por exemplo, o trematoda Ribeiroia ondatrae que causa
deficiéncias nas pernas dos sapos. O aumento da eutrofizagdo, que pode ser proporcionada
pela acdo antrdpica, favorece os caracéis (Planorbella sp.) que atuam como hospedeiro
secunddrio para o parasita. Alguns tipos de ranavirus ja sdo mais devastadores para os anuros,
como o Frog virus 3 (FV-3) e o Tadpole edema virus (TEV). Esses patogenos sdo altamente
virulentos e afetam principalmente sapos e rds pré-metamorficos, apresentando elevadas taxas
de mortalidade. Os estudos de casos de ranavirus no Brasil sdo recentes e sua prevaléncia esta
relacionada com cultivos em cativeiro de Ra-touro americana (Lithobates catesbeianus) para
consumo humano. Porém o mais significante, letal e melhor descrito patdgeno dos anfibios é
o fungo quitridio Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) (BEEBEE, 2005; DENSMORE &
GREEN, 2007; RUGGERI et al., 2019).

Em maio de 2019, foi realizado um mapeamento global apontando que 54% das espécies
de anuros estavam infectadas com o fungo Bd, distribuidos em 39% dos sitios monitorados. A
Quitridiomicose contribuiu com o declinio de pelo menos 501 espécies (6,5% de todas as
espécies de anfibios), com previsdo de mais 90 extingdes e uma reducdo da abundancia

ultrapassando 90% em outras 124 espécies (SCHEELE, 2019; FISHER & GARNER, 2020).
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Os quitridios sdo queratinofilicos ou quitindfilicos, esporozdicos e habitam ambientes
umidos e aqudticos. S@o caracterizados por formarem zodsporos dotados de motilidade. Os
Batrachochytrium sao os unicos Chytridiomicota a parasitarem vertebrados, sendo o Bd
responsavel por infectar e desenvolver-se dentro de células epidérmicas queratinizadas da pele
dos anfibios. Anuros metamoérficos infectados com o Bd normalmente apresentam letargia,
desidratacdo, postura anormal, perda de reflexo e orientacdo, hiperplasia epidérmica e
hiperceratose, afetando principalmente a respiracdo cutinea, osmorregulacdo, balanco
eletrolitico e tornando suscetivel a infec¢des secunddrias oportunistas. Em sua fase larval,
anuros apresentam apenas deformidades em regides queratinizadas do aparelho bucal
(BERGER et al., 1998, PIOTROWSKI, 2004, CAREY et al., 2006, DENSMORE & GREEN,
2007; FISHER & GARNER, 2009).

A transmissdo ocorre quando o individuo entra em contato com o zodsporo mdével em
dguas contaminadas, estabelecendo-se em regides queratinizadas da pele. Infec¢des agudas
por Bd sdo limitadas ao extrato cérneo da epiderme e consistem na formacdo de esporangio
envolvidos na reproducio assexuada, ou em agregados no citoplasma das células hospedeiras.
Apesar da baixa letalidade em sua fase larval, os girinos podem atuar como reservatério dos

zoosporos do fungo (DENSMORE & GREEN, 2007; VIEIRA et al., 2013).

A doenca pode ser diagnosticada por meio da histologia, imunohistoquimica, identificacdo
molecular ou isolando o microrganismo diretamente da amostra. Por ser um método preciso,
especifico e ndo invasivo, diagnosticos moleculares baseados em PCR quantitativa de regides
especificas do genoma (18S, ITS-1 ou 5.8S) sdo amplamente utilizados. Essa metodologia
consegue detectar a presenca do fungo em média de 7 a 14 dias antes da infec¢do poder ser
detectada por métodos histolégicos. Uma detec¢do precoce do microrganismo torna possivel
melhores tratamentos para controlar a doenca nas populagoes (BOYLE, 2004; DESMORE &
GREEN, 2007; KADEKARU & UNE, 2017).

O desenvolvimento de métodos robustos, rapidos, precisos e especificos de diagndstico
para o Bd, permitiu que vérias regides compartilhassem informagdes buscando estabelecer um

banco de dados universal, o Global Bd Mapping Project. Esse projeto esta sendo integrado no

site. Amphibian Web (https://amphibiaweb.org/) e em um futuro préximo serd possivel ter

coberturas mais precisas dos casos em todo o mundo (FISHER & GARNER, 2020).

O fungo Batrachochytrium dendrobatidis é encontrado em todos os continentes, com


https://amphibiaweb.org/
https://amphibiaweb.org/
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excecdo da Antdrtica. Ha relatos que condi¢des ambientais podem ser importantes para a
distribuicado do Bd, principalmente por depender da dgua para chegar a seus hospedeiros.
Fatores como baixas temperaturas, alta precipitacdo, altas altitudes, baixa exposicdo a
ultravioleta B (UV-B) e exposi¢des dos girinos a ambientes contaminados com agrotoxicos
podem favorecer a prevaléncia de infec¢des pelo Bd e consequentemente levando a maiores
indices de mortalidade (POUNDS et al.,, 2006; FISHER & GARNER, 2009; ORTIZ-
SANTALIESTRA, 2011; ROHR et al., 2013; FISHER & GARNER, 2020; STEVENSON et
al., 2020).

No Brasil, os estudos sobre a quitridiomicose vem se concentrando na Mata Atlantica,
onde possuem os maiores nimeros de casos registrados devido ao favorecimento de fatores
abidticos como temperatura, pluviosidade e elevacaio (LAMBERTINI et al., 2020). Porém, o
mapeamento da ocorréncia em outras regioes € importante para entender os limites de
distribuicao do patégeno. Na Caatinga, por exemplo, os dados de ocorréncia do Bd ainda sdo
escassos. Apesar das restricdes ambientais para o ciclo do fungo, em 2019 foram confirmados
os primeiros casos da ocorréncia do Bd em individuos adultos na Caatinga, no municipio de
Picos, no estado do Piaui. As espécies relatadas foram Rhinella granulosa e Rhinella jimi. J& é
conhecido a prevaléncia do fungo em outros ambientes semi-aridos como relatado em regides
da Austrélia, contudo, ainda pouco se conhece sobre 0os mecanismos que permitem o fungo ser
capaz de completar seu ciclo em individuos expostos a essas condi¢des (OCOCK et al., 2013;

BENICIO et al., 2019).

Apesar da alta letalidade, algumas espécies de anuros apresentam baixa incidéncia do Bd e
ja € conhecido que fatores associados a pele, como a sua microbiota residente, podem
promover uma resisténcia ao fungo. MADSON et al. (2017) estabeleceu uma colecdo de
bactérias isoladas da pele de anuros de 12 espécies na Costa Rica, submetendo os isolados a
dois protocolos diferentes para quantificar a inibi¢cdo do fungo. Foram apresentados mais de
30 isolados caracterizados com anti-Bd, distribuidos entre os géneros Alcaligenes, Bacillus,
Chyrseobacterium, Enterobacteriaceae, Lysinibacillus, Microbacterium, Pseudomonas,
Serratia, Sphingobacterium, Staphylococcus e Stenotrophomonas. Além disso, o género

Serratia fol o mais comum entre os isolados a apresentarem anti-Bd, com a espécie Serratia

marcescens sendo a mais abundante, encontrada em trés espécies diferentes de anuros.

Outro estudo comparando a microbiota da pele de trés espécies de anuros da regido do

Panamad, sugeriu diferencas no grau de inibicdo do Bd entre as classes bacterianas. A classe
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Gamaproteobactéria apresentou taxas de inibi¢do significantemente maiores que outras
classes, como Alphaproteobacteria, Actinobacteria e Bacill. Com a familia
Enterobacteriaceae apresentando os maiores valores de inibicdo registrados (REBOLLAR,

2019).

Conhecendo a importancia da microbiota associada na defesa contra o Bd, estudos vém
propondo o desenvolvimento de probidticos que oferecam uma protecao consistente nas mais
diversas variacdes gendmicas do patégeno que o hospedeiro possa encontrar em condigdes
naturais. A prospec¢ao de novas cepas com forte inibi¢do do Bd em condi¢des populacionais,
como biofilmes, sdo os principais alvos para os estudos futuros no desenvolvimento de
probidticos (HARRISON, 2020). Apesar de ser amplamente relatado a importancia dos
microrganismos na pele dos individuos adultos, ainda pouco se conhece sobre a importancia

da microbiota em sua fase larval.
2.3 Diversidade reprodutiva e ninhos de espuma

Anuros apresentam a maior variedade de modos reprodutivos entre os vertebrados,
divididos entre aquaticos, parcialmente aqudticos e terrestres. Foram descritos pelo menos 41
diferentes modos reprodutivos, classificados por diversas caracteristicas como: modos e local
de deposicio dos ovos, tipo de ovo e padrdes de desenvolvimento de ovos e larvas
(HADDAD & PRADO, 2005; WELLS, 2007; VITT & CALDWELL, 2014; ISKANDAR,
2014; SESHADRI, 2014).

A é4gua € de grande importincia para a reproducdo dos anuros. Muitos anfibios depositam
seus ovos diretamente no corpo d'dgua, porém, o estabelecimento de locais para uma
deposi¢do concentrada de ovos em microhabitats como bromélias, buracos em arvores ou
folhas, possibilitou aos anfibios ocuparem uma maior diversidade de ambientes (VITT &

CALDWELL, 2014).

A constru¢do de ninhos de espuma para a deposi¢do dos ovos € uma estratégia reprodutiva
adotada por muitas espécies das familias Hyperoliidae Laurent, 1943, Leptodactylidae
Werner, 1896, Limnodynastidae Lynch, 1969 e Rhacophoridae Hoffmann, 1932. Contudo,
essa estratégia nao € restrita apenas a esses grupos. Em 2010, foi relatado a formagdo de
ninhos de espuma na espécie Scinax rizibilis, a unica espécie da familia Hylidae Rafinesque,
1815, a realizar essa estratégia (DUELLMAN, 1989; WILLIAM E. DUELLMAN, 1994;
BASTOS & HADDAD, 2010).
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Na Caatinga, a familia Leptodactylidae apresenta a maior variedade de modos reprodutivos
adaptados aos padrdes imprevisiveis de chuvas da regido. Ninhos de espuma sao comuns em
ambientes com formacdes de vegetacdo abertas e restrita disponibilidade de d&gua,
demonstrando ser de grande importincia na colonizacdo de ambientes secos. A presenga de
ninhos de espuma em solos imidos pode indicar instabilidade do clima local, que rapidamente
pode alterar os sitios de deposi¢do devido a plasticidade fenotipica em fun¢do das condi¢des
ambientais, que podem rapidamente alterar de pequenas pogas para lama (WOGEL et al.,

2002; VIEIRA, 2008).

Os ninhos sdo produzidos durante o amplexo, onde geralmente a fémea produz um liquido
cloacal proteico onde os ovos sdo despejados, enquanto o macho movimenta as pernas em um
movimento circular repetitivo, batendo as secrecdoes e formando uma espuma, além de
fertilizar os ovos. Os girinos podem permanecer no ninho até completar seu desenvolvimento,
alimentando-se dos ovos ndo fertilizados (HISSA et al., 2008; DALGETTY & KENNEDY,
2010; VITT & CALDWELL, 2014).

Essas bioestruturas oferecem protecdo aos ovos contra dessecacdo, raios ultravioletas,
predadores, degradacdo, patégenos, fornecem oxigenacdo, além de atuarem como
incubadoras, promovendo estabilidade térmica e facilitando o desenvolvimento rdpido dos
girinos. Também € reconhecido que essas estruturas podem atuar como reservas alimentares
durante o desenvolvimento da prole (COOPER et al., 2005; HISSA et al., 2008; MENDEZ-
NARVAEZ et al., 2015; PEREIRA et al., 2017; SHAHRUDIN, 2017).

Existe uma variedade de ambientes onde os ninhos de espuma costumam ser depositados.
Muitos individuos da familia Leptodactylidae constroem ninhos aquéticos, encontrados sobre
a superficie de lagoas ou pocas. Ninhos construidos sob a superficie da dgua podem ser
dissolvidos apds um periodo, dispersando os girinos no meio para que continuem seu
desenvolvimento. Ninhos terrestres podem ser encontrados em depressdes escavadas no solo
ou suspensos na vegetacdo. Algumas espécies constroem seus ninhos em camaras
subterraneas e a prole permanece no interior até completar seu desenvolvimento, como € o
caso da espécie Adenomera hylaedactyla. Essa estratégia ajuda a manter o ninho por um
periodo relativamente maior e permite que os girinos resistam a dessecacio durante periodos
de baixa precipitacdo, que ainda podem ocorrer durante a estacdo chuvosa (VIEIRA, 2008;

DALGETTY & KENNEDY, 2010; VITT & CALDWELL, 2014; HISSA et al., 2016).
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Figura 1: Ninhos de espuma com diferentes locais de deposi¢do. Respectivamente, ninhos aquéticos; ninhos

terrestres, em copas de drvores e no solo.

Fonte: (COOPER, 2017)

Figura 2: Adenomera hylaedactyla e seu ninho de espuma subterrdneo, com ovos em desenvolvimento.

Fonte: Saulo Gongalves e Denise Hissa.

Essas bioespumas sdo estruturas resistentes a degradacdo, em virtude da sua composi¢ao
rica em proteinas surfactantes, carboidratos e lectinas. (FLEMING, 2009; HISSA et al., 2016;
COOPER et al., 2017). Além dessas moléculas, sabe-se que os ninhos de espuma possuem
uma comunidade microbiana (HISSA et al., 2008), entretanto, pouco se conhece sobre a
diversidade e funcdo dessa microbiota nos ninhos de espuma. Com isso, faz-se necessario
estudos que busquem acessar essas comunidades, empenhando-se em entender seu papel

ecoldgico no desenvolvimento e protecdo dos anfibios durante a sua fase larval.
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2.4 Prospecc¢ao de biomoléculas com origem microbiana

A prospec¢do de novas biomoléculas e estruturas potencialmente uteis para processos
biotecnoldgicos industriais, estdo diretamente relacionados a avaliagdo de recursos naturais e
uso da biodiversidade (COX & KING, 2013). Os microrganismos participam dos ciclos
biogeoquimicos da Terra, e sua diversidade metabdlica e estrutural os tornam uma das mais
prosperas fontes de biomoléculas e bioprocessos. E estimado que globalmente, os solos e 0s
oceanos apresentem respectivamente 4-5 X 10° e 3,6 x 10* células microbianas,

compreendendo o mais abundante grupo de organismos da Terra e constituindo 60% de toda

biomassa (SINGH, 2010).

Dentre os produtos de origem microbiana, se destacam as enzimas, importantes para mais
de 500 processos industriais (KUMAR & SINGH, 2013). Essas biomoléculas desempenham a
importante funcdo de catalisar reacdes fundamentais do metabolismo e sem sua atividade,
seria improvavel manter a homeostase em sistemas biologicos (NELSON & COX, 2017).
Enzimas s3o vantajosas em bioprocessos industriais por funcionarem sob condi¢des
controladas (temperatura, pH, pressao), ndo precisarem de protecido dos grupos funcionais do
substrato, possuirem longa meia-vida, uma alta estéreo-seletividade em suas reacdes com
produtos definidos em uma velocidade de até 10°-10® vezes maior, além de funcionarem com
substratos sintéticos. Como exemplos, enzimas podem ser aplicadas nas industrias de celulose
e papel, couro, detergentes e téxteis, produtos farmacéuticos, quimicos, alimentos e bebidas,

biocombustiveis, ragdo animal e cuidados pessoais, entre outros (ADRIO & DEMAIN, 2014).

Entre as enzimas industriais, 50% sdo produzidas por fungos e leveduras, 35% por
bactérias e 15% por plantas (SARANRAJ & NAIDU, 2014; LIU & KOKARE, 2017).
Enzimas microbianas apresentam algumas vantagens quando comparados a enzimas animais e
de plantas. Muitas técnicas de engenharia genética e de bioprocessos podem ser aplicadas aos
microrganismos, desde a purificacdo de cepas para fermentacio com rendimento otimizado,
até produgdo de enzimas recombinantes, screening de novas enzimas por metagenomica e

exploragdo da diversidade de extremofilos. (LIU & KOKARE, 2017).

Organismos extremofilos sdo particularmente interessantes para a inddstria, pois
expressam enzimas com condicdes otimizadas Unicas. A maioria das enzimas comerciais
disponiveis sdo de microrganismos mesofilos, que crescem melhor a temperaturas moderadas,

entre 20°C e 45°C. Contudo, enzimas de organismos termdfilos que vivem em temperaturas
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entre 50°C e 80°C (Geobacillus, Alyciclobacillus, Anoxybacillus) oferecem alternativas
capazes de satisfazer novos processos industriais e superar limites de enzimas mesofilas
(ATALAH et al., 2019). Como exemplo, podemos citar a reacdo da polimerase em cadeia
(PCR) de Kary Mullis, que ocorre a uma faixa de temperatura de 70-74 °C e necessita da
enzima Taq DNA polimerase, produzida pela bactéria terméfila Thermus aquaticus (CHIEN

et al., 1976; NELSON & COX, 2017).

O mercado de enzimas estd em expansdo com o passar dos anos. O valor estimado das
vendas mundiais de enzimas industriais para os anos de 2013 e 2015 é de $3 bilhdes e $3,7
bilhdes respectivamente. Ja em 2017 o valor estimado chega a $7 bilhdes e a expectativa é
que em 2024 esse valor alcance os $10,5 bilhdes. Dentre esses valores, proteases representam

as enzimas industriais vendidas no mundo, seguidos das amilases e lipases respectivamente

(LIU & KOKARE, 2017; ATALAH et al., 2019).

Assim como em secre¢des da pele de anuros, os ninhos de espuma apresentam
atividade antimicrobiana derivada da presenca de peptideos antimicrobianos, que compde a
diversidade de proteinas encontradas nos ninhos (SHAHRUDIN, 2017). Do mesmo modo, €
observado uma defesa derivada de sua estrutura, com interagdes de proteinas, lectinas e
cistatinas. Essas interacdes sdo conhecidas em outros grupos por desempenharem um
importante papel na defesa contra colonizacdo microbiana e ataque de insetos (FLEMING,

2009).

Os ninhos de espuma sdo ambientes potencialmente amplos a prospeccdo de biomoléculas
com interesse biotecnoldgico devido a sua diversidade de proteinas e carboidratos (HISSA et
al., 2016; COOPER et al., 2017; SHAHRUDIN, 2017), além da possuirem uma comunidade
microbiana propria (HISSA et al., 2008), ainda pouco conhecida. A compreensdo das
comunidades microbianas pode levar ao conhecimento de novas cepas produtoras de

biomoléculas, auxiliando o pais a suprir as demandas existentes do proprio mercado.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Isolar e identificar bactérias cultivdveis do ninho de espuma da espécie Adenomera

hylaedactyla, a fim de avaliar a importancia desses microrganismos na manuten¢do do ninho

de espuma e conservacao da biodiversidade dos anuros, além do potencial biotecnolégico para

producido de enzimas de importancia comercial.

3.2 Objetivos especificos

v
v

Isolar bactérias e fungos cultivdveis dos ninhos de espuma de A. hylaedactyla;
Identificar, por meio do gene 16s rRNA, as bactérias isoladas dos ninhos de espuma;
Realizar testes enziméticos (proteases e amilase) com isolados bacterianos do ninho de
espuma de A. hylaedactyla;

Avaliar o potencial antifingico das bactérias isoladas do ninho de espuma contra
Fusarium sp.;

Avaliar o potencial antibacteriano das bactérias isoladas para E. coli e B. subtilis.



30

4. METODOLOGIA
4.1 Coleta dos ninhos de espuma

A coleta das amostras foi realizada durante a estacdo chuvosa na Taiba no ano de
2018, localizada no municipio de Sdo Gongalo do Amarante na regido norte do estado do
Ceara, cerca de 55 Km da capital Fortaleza. Foram coletadas 4 amostras de ninhos de espuma
de anuros da espécie Adenomera hylaedactyla em camaras subterraneas e 4 amostras de solo
adjacente ao ninho. O material foi coletado com o auxilio de pds de mao e armazenados de
maneira asséptica em frascos estéreis. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente
e transportadas até o Laboratério de Recursos Genéticos (LaRGen) do Departamento de
Biologia da Universidade Federal do Ceard (UFC). No Laboratério, as amostras foram
armazenadas em freezer — 20 °C para posteriores andlises. O atual estudo possui licenca do
SISBIO do Ministério do Meio Ambiente de nimero 58036-6.

4.2 Diluiciao, plaqueamento e isolamento

Inicialmente, removeu-se os residuos solidos das amostras de ninho com o auxilio de
pincas estéreis em condicdes assépticas. Em seguida as amostras do ninho de espuma e do
solo adjacente foram diluidas em solugdo salina 0,9 % NaCl estéril até a concentracdo de 10™.
As duas tltimas diluicdes (107 e 10*) foram plaqueadas pelo método de spread plate em
meio ATGE (4gar 15 g/L, triptona 5 g/L, glicose 1 g/L e extrato de levedura 2,5 g/L) para as
bactérias € BDA (infusdo de batata 200 g/L, glicose 20 g/L e agar 17 g/L) suplementado com
ampicilina e cloranfenicol para os fungos. As placas foram incubadas a temperatura ambiente

(30 °C) por 48 horas para as bactérias e 168 horas para os fungos.

Os diferentes morfotipos presentes nas amostras de ninhos de espuma e solos
adjacentes foram subcultivados em uma nova placa para obtencdo de culturas puras. Para
estocagem das bactérias, utilizou-se palitos previamente esterilizados, onde encostou-se a
ponta do palito no centro de cada colonia transferindo-a para uma placa de 96 pocos contendo
600 pL de caldo TGE (Triptona 5 g/L; Glicose 1 g/L; Extrato de levedura 2,5 g/L), e as
coldnias foram entdo incubadas em estufa para crescimento a 37 °C. Apds o crescimento, que
durou entre 24-48h, foi adicionado as culturas em caldo 400 pL de glicerol 50%, de modo que
a concentracao final de glicerol fosse de 20%. Assim, as amostras foram guardadas em freezer
a — 80°C e foram identificadas de acordo com o pogo em que se encontravam. As bactérias
foram novamente crescidas em placas de ATGE e isoladas pela técnica de semeadura em
quadrantes. As colonias puras foram transferidas para caldo TGE e incubadas a 37 °C por 48

horas. O estoque foi individualizado em tubos criogénicos estéreis seguindo as mesmas
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concentracdes de caldo e glicerol utilizadas na placa de 96 pocos. As novas colecdes foram

armazenadas em um freezer a -20°C e — 80°C.

Para os fungos utilizou-se palitos estéreis, transferindo os morfotipos para uma nova
placa de BDA estéril e incubadas a temperatura ambiente por 7 dias. Os fungos isolados
foram divididos em pellets utilizando o didmetro do fundo de uma pipeta pasteur de vidro.
Esses pellets foram transferidos para tubos Falcon de 50 mL contendo 10 mL de &dgua
destilada estéril. O estoque foi armazenado em um freezer a 4°C.

4.3 Extracio e quantificacao do DNA genomico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada seguindo o protocolo adaptado de
termolise (SA et al., 2013). As culturas dos isolados do ninho de espuma foram crescidas em
3mL de meio liquido TGE durante 24 horas a 37 °C. Apds o crescimento as culturas foram
centrifugadas a 5.000 rpm e o sobrenadante foi descartado. Os pellets celulares foram
suspensos em 400uL de agua MilliQ estéril e aquecidos a 100°C por 10 minutos em banho
seco utilizando uma termomixer. Apds o aquecimento as amostras foram rapidamente
transferidas para o freezer a -80°C por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos. Foi retirado uma aliquota de 300 pL do
sobrenadante e transferido para um novo eppendorf. Para os isolados em que o protocolo de
termolise ndo resultou em DNA de boa qualidade, optou-se por realizar a extragdo de DNA

baseado no método Brometo de cetiltrimetil aménio CTAB 2X (WARNER, 1996).

As amostras de DNA obtidas foram quantificadas em um espectofotdometro Nanodrop
ND100 a 3 valores de absorbancia: 230 nm, 260 nm e 280nm. As razdes 260/280 e 260/230
forneceram a qualidade do DNA obtido. Apds quantificacdo as amostras foram armazenadas

em freezer a — 20 °C.

4.4 Amplificacdo do gene ribossomal 16S

Foram utilizados para a amplificacdo do gene RNAr 16S, os pares de iniciadores 27F
(5’- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 3’) (WAWRIK et al, 2005) e 1525R (5°-
AGAAAGGAGGTGATCCAGCC - 3’) (SYUKUR et al., 2014) ou os iniciadores 63F (5'-
CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3") e 1389R (5-ACGGGCGGTGTGTGTACAAG-3’)
(COCARTA et al., 2019). As amostras foram padronizadas para concentracdo de 10 ng/uL
(Tabela 1). As reacdes de PCR foram incubadas no termociclador utilizando dois protocolos
diferentes. Para os primers 27F e 1525R, as amostras foram submetidas a 95 °C por 2 min,

seguido de 30 ciclos de 95 °C por 1 min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 1 min e 30 segundos e 72
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°C por 10 min. J4 para os primers 63F e 1389R, as amostras foram submetidas a 95 °C por 2
min, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 1 min, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 min e 72 °C
por 10 min. Para verificar a especificidade da amplificacdo foi realizado uma eletroforese em
gel de agarose 1% (m/v), corados por SYBR™ safe e corridos em tampao Tris Acetato EDTA
(TAE) 0,5 X. Ap6s a exposicdo do gel a luz UV, pode-se observar a amplificacdo pela
presenca da banda na regido aproximada de 1.500 pb, quando comparada ao marcador

molecular (1kb) utilizado.

Tabela 1: Concentragdes finais utilizadas na reacdo de PCR, utilizando par de primers 27F e 1525R ou 63F e
1389R. Na reagdo, foi utilizada uma concentragdo de DNA de 10 ng/pL.

Concentragdo inicial Volume da reacdo Concentragao final
Primer F S5uM 2,5 ul 0,5 uM
Primer R SuM 2,5 ul 0,5 uM
mgCl, 25 mM 3,0 uL 3 mM
dNTP’s 10 mM 0,5 uL 0,2 mM
Taq DNA Polimerase 5 U/mL 0,2 uL 1 U/reagdo
Go taq 5x SuL Ix
Agua* - - -

Fonte: Elaborado pelo autor.

*Quantidade suficiente para completar o volume da reagéo (25 pL).

4.5 Purificacao e precipitacao do gene RNAr 16S

Os produtos de PCR amplificados foram purificados com acetato de potdssio
(C2H3KO3) e dlcool. Foram adicionadas 72 pL das solugdes a 7,2 pLL de uma solucdo 3 M de
acetato de potdssio (pH 5,5) e 2 vezes o volume total da solugdo de etanol 100%. Apos a
homogeneizagdo por inversdo, a solugdo foi levada ao freezer -80 por 30 min. Em seguida,
foram centrifugados a 14.000 g, 4°C, por 15 min e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi
suspendido em 158,4 /uL de etanol 70% e centrifugado a 14.000 rpm, 4°C, por 5 min. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi novamente descartado e o pellet foi secado em banho seco a
36°C por aproximadamente 20 min. Apds a evaporacdo do dlcool, o DNA purificado e
precipitado foi resuspendido em 30 puL de agua ultrapura MilliQ livre de nucleases. Por fim,

foi observada a concentragdo final (ng/uL) superior a 50 ng/uL, e as relagdes a 260/230 nm e
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260/280 nm quantificadas pelo Nanodrop ND100 acima de 1,8, confirmando a pureza das

amostras.

4.6 Processamento das sequencias e identificacao molecular

O DNA foi sequenciado pelo método de sequenciamento de SANGER, utilizando os
primers 518F (5’-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’) e 800R (5°-
TACCAGGGTATCTAATCC-3’) (Macrogen Inc, 2019) para a amplificar a regido do gene

RNAr 168, realizado pela empresa Macrogen (www.macrogen.com). As sequencias foram

tratadas usando o software Geneious Prime 2019 (www.geneious.com), onde foram retiradas

as bases das extremidades com qualidade Phred inferior a 30 e realizado a montagem de novo
para a formagdo da sequéncia contig. As sequéncias contigs obtidas foram utilizadas para
identificacdo molecular por meio da ferramenta de alinhamento local BLAST (ALTSCHUL,
1990), utilizando o banco de dados nucleotide collection do NCBI. Os isolados que obtiveram
hit com apenas um género de bactérias e apresentaram identidade maior que 97% foram

considerados pertencentes ao género.

4.7 Ensaios enzimaticos para amilases e proteases

Os isolados bacterianos dos ninhos de espuma foram reativadas em meio ATGE e
incubadas a temperatura ambiente por 24 horas. Cada microrganismo foi cultivado em placas
de ATGE + amido (0,1% p/v) para amilases, ATGE + leite desnatado (1% p/v) e ATGE +
gelatina (3% p/v) para pesquisa de proteases com diferentes sitios de clivagem. Apos 24
horas, adicionou-se uma solucao de lugol (12 1%/KI 2%) para deteccao da atividade amildsica
e uma solucdo de sulfato de amoénio ((NH4)2SO4) 4,IM para deteccdo da atividade da
gelatinase. Os resultados foram observados pela formagao de halos enzimaticos ao redor das

coldnias.

4.8 Ensaio de inibicao do fungo filamentoso Fusarium sp.

Para o ensaio de produgdo de antifingicos, foi utilizado uma cepa de Fusarium sp.
pertencente a colec¢do de fungos filamentosos Laboratério de Recursos Genéticos (LARGEN).
O fungo foi reativado em uma placa contendo meio BDA e incubado em temperatura
ambiente por 7 dias. As bactérias do ninho de espuma foram reativadas do estoque em meio
ATGE e incubadas a temperatura ambiente por 24 horas. No quinto dia de crescimento do
fungo, as coldnias bacterianas em fase log foram transferidas para a placa de Fusarium sp. e o
inoculo ocorreu com auxilio de uma alga estéril realizando movimentos retilineos para formar

um traco com 1 cm de comprimento, em duplicata, conforme mostrado na Figura 3. Para o


www.macrogen.com
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controle negativo, foi utilizado uma cepa de Escherichia coli (ATCC 25922). Os resultados
foram observados apds o fungo crescer por toda a drea da placa, por volta do sétimo dia e

sendo considerado positivo se houvesse inibi¢do do crescimento do fungo.

Figura 3: Desenho esquematico da placa de ensaio antiflingico.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.9 Ensaio antibacteriano

As bactérias pertencentes aos ninhos de espuma foram reativadas do estoque em meio
ATGE por 24 horas a temperatura ambiente. As colonias puras foram transferidas para frascos
de meio liquido TGE (triptona 5 g/L, glicose 1 g/L e extrato de levedura 2,5 g/L) e incubados
a 37 °C, sob agitacdo a 150 rpm por 24 horas. Foram escolhidas duas cepas alvo para o
antibiograma: Escherichia coli (ATCC 25922) como Gram negativa e Bacillus subtilis (ATCC
6633) como Gram positiva. A densidade 6ptica (DO) das culturas a 600nm foram ajustadas
em 1,0 para os cultivos de bactérias do ninho e 0,1 para o cultivo de bactérias alvo. Apds a
padronizacdo, os cultivos bacterianos do ninho foram centrifugados a 7.500g durante 5
minutos a 4 °C e o sobrenadante foi transferido para um novo frasco estéril. Para realizar o
antibiograma, os cultivos alvo foram espalhados, com o auxilio de um swab, por toda a area
de uma placa contendo Agar Mueller-Hinton. Em seguida, foram feitos pocos no meio com o
uso de ponteiras 200 pL estéreis. Foram aplicados 70 puL de sobrenadante para cada pogo, em
duplicata, como mostrado na Figura 4. As placas foram incubadas a 37 °C por 24-48 horas.

Os resultados foram considerados positivos pela formagao de halos ao redor dos pogos.
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Figura 4: Desenho esquematico da placa de ensaio antibacteriano. BA refere-se a bactéria alvo e os ntimeros 1,

2 e 3 representam os pogos, em duplicata.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Isolamento e colecdo

O crescimento de coldnias foi evidenciado em todas as diluicdes e a contagem de
vidveis foi realizada levando em considerag@o apenas as dilui¢des que apresentavam entre 30
e 300 colonias. Placas com contagem superior a 300 ndo foram incluidas no célculo da média
de Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL). O total de morfotipos isolados distribuidos
entre ninho de espuma e solo adjacente foram representados na Tabela 2 e os isolados

representados nas Figura 5 e Figura 6.

Tabela 2: Numero de morfotipos microbianos isolados do ninho de espuma do A. hylaedactyla e solo adjacente.

Bactérias Fungos
Ninho de espuma 30 7
Solo adjacente 21 17
Total 51 24

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 5: Colonias isoladas dos morfotipos de bactérias em meio ATGE. Da esquerda para a direita: de Al até
C9 bactérias do ninho de espuma e de C10 até F4 bactérias do solo adjacente.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 6: Morfotipos de fungos isolados em meio BDA. Em ordem, da esquerda para direita: morfotipos de solo
(ADS) e morfotipos de ninho (ADN).

-

ADS10 / z

ADNI11

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 7: Placas resultantes da técnica de spread plate dos fungos em meio BDA. (A) amostra do ninho de
espuma; (B) amostra do solo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os ninhos apresentaram 8,1 x 10° UFC/mL e o solo adjacente 2,53 x 10 UFC/mL,
indicando uma comunidade especifica dos ninhos de espuma (Tabela 3). Os morfotipos
isolados dos ninhos também foram morfologicamente diferentes dos isolados do solo,

confirmando a presenca de isolados especificos dos ninhos de espuma

Tabela 3: Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL) nas amostras de ninho de espuma e solo adjacente.

Amostra Unidades Formadoras de Colonia
Ninho de espuma 8,10 £ 0,76 x 10° UFC/mL
Solo adjacente 2,53 + 0,61 x 10 UFC/mL

Fonte: Elaborado pelo autor.

Associagdes entre animais € sua comunidade microbiana residente promove diversas
contribui¢des para a saide e podem desempenhar fungdes essenciais para o organismo. E
atestado que essa microbiota estd presente desde o nascimento, onde sido selecionadas por
transferéncia parental e pelo ambiente (LYNCH, 2016; REBOLLAR, 2020).

O trabalho de McGrath, 2018, explorou a diversidade das comunidades microbianas
em diferentes estdgios da vida de trés anuros formadores de ninhos de espuma, Polypedates
leucomystax, Polypedates macrotis e Polypedates otilophus. Assim como o os resultados
apresentados neste trabalho, McGrath encontrou uma maior diversidade bacteriana no interior
do ninho do que em seu exterior. O trabalho também aponta diferencas entre as comunidades
do interior do ninho com as da pele dos girinos, evidenciando uma comunidade especifica
para os ninhos de espuma.

Na pele de anuros, uma série de fatores bidticos e abidticos contribuem com a selecao
da microbiota, que vao desde a temperatura e precipitacdo do habitat, até relacdes com
patogenos, sistema imune e variagdo genética (REBOLLAR, 2020).

Apesar da confirmacdo de uma comunidade microbiana propria no ninho de espuma
de A. hylaedactyla, as funcdes ecoldgicas e contribui¢cdes dos isolados do ninho de espuma
ainda s@o pouco conhecidas na literatura.

Nos isolados fungicos, foi possivel observar a formacao de halos ao redor de alguns
morfotipos no meio BDA (Tabela 4). Esses halos ocorrem devido a enzimas extracelulares
produzidas para clivar diferentes produtos disponiveis no meio, que no caso, tem sua
composic¢ao rica em carboidratos e amido. Contudo, todos os isolados que apresentaram halos
foram em amostras de solo. Essas diferencas podem decorrer da composi¢do do ninho ser

predominantemente proteica e possuir uma ocupacao fungica propria.
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Tabela 4: Nimero de halos enziméticos formados em meio BDA de isolados fiingicos do ninho de espuma de A.

hylaedactyla e solo adjacente.

Amostra N° de halos enzimaticos
Ninho de espuma 0
Solo adjacente 7

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Identificacdo molecular dos isolados bacterianos do ninho de espuma

O protocolo de termdlise possibilitou a extracdo do DNA gendmico de 89% dos
isolados, onde foi possivel obter um DNA de boa qualidade para amplificacio do gene
ribossomal 16S pela reacdo da PCR (Figura 8). Porém, o DNA dos isolados A3, A8, A10, B3,
B4 nao amplificou pelos métodos de termolise, necessitando recorrer a metodologia de CTAB

2X para a amplificacio.

Figura 8: Géis de eletroforese destacando a amplificagdo do gene rRNA 16S dos isolados do ninho de espuma

do A. hylaedactyla e marcadores moleculares.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir dos resultados obtidos do alinhamento com o banco de dados, os isolados
foram identificados a nivel de género (Tabela S). Foram identificados 7 diferentes géneros no

ninho de espuma (Grafico 1), distribuidos em 3 filos (Grafico 2).
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Tabela S: Identificagdo molecular dos isolados do ninho de espuma do A. hylaedactyla

Al 1248 Chryseobacterium 98,80% KM598246.2
A2 1050 Stenotrophomonas 99,71% MK537385.1
A3 1504 Bacillus 100% MK675644.1
A4 1075 Comamonas 99,91% KT779283.1
A6 1333 Stenotrophomonas 99,92% CP011010.1
A7 1276 Serratia 99,84% MN176468.1
A8 907 Bacillus 99,89% MK034186.1
A9 847 Bacillus 100% MN596018.1
A10 787 Bacillus 99,87% MN515009.1
B1 1051 Enterobacter 99,91% LT992502.1
B2 1062 Lysinibacillus 100% MN493879.1
B3 346 Bacillus 100% MN516529.1
B4 1118 Bacillus 99,82% MN602293.1
B7 1032 Serratia 99,81% MN524128.1
B9 1035 Enterobacter 100,00% MH729806.1
B10 516 Enterobacter 100,00% MK835659.1
B11 524 Enterobacter 100,00% MN603980.1
B12 1082 Enterobacter 99,91% CP042551.1
C1 1127 Enterobacter 100,00% CP014280.1
Cc2 1093 Enterobacter 99,10% LT992502.1
C3 1053 Enterobacter 99,10% MG836066.1
C4 1035 Serratia 100,00% CP042512.1
C5 996 Serratia 100,00% CP042512.1
Cé 995 Serratia 100,00% MN420867.1
Cc7 1115 Chryseobacterium 99,37% FR871430.1
C8 775 Enterobacter 99,87% MK534038.1
C9 812 Bacillus 99,88% MK780813.1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Grafico 1: Abundancia de géneros do ninho de espuma de A. hylaedactyla
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Grafico 2: Relagao de filos dos isolados bacterianos do ninho de espuma de A. hylaedactyla.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Houve uma predominancia de bactérias do filo Proteobacteria (Grafico 2), com uma
composi¢do de 94% da classe Gammaproteobacteria € 6% da classe Betaproteobacteria.
Esses resultados compactuam com outros trabalhos (McGRATH, 2018), que apesar de
variacdes entre as comunidades no interior do ninho, a classe Gammaproteobacteria se

destaca representativamente.

Foi relatado alta abundancia do género Enterobacter, que compde a microbiota
intestinal, principalmente de fémeas, e tem um importante papel na hidrdlise da quitina, o
componente mais abundante da carapacga de insetos. Um aumento na abundancia desse género
no intestino pode ser relacionado a infeccdao por nematoides (SHU, 2018). O aumento na
abundancia relativa do género no ninho de espuma do A. hylaedactyla pode ter decorrido de
transferéncia pela cloaca durante sua formacao.

Outro grupo bastante representativo foi o género Serratia. Individuos desse grupo siao
frequentemente encontrados na pele de anuros e se destacam pela produgdo de prodigiosina,
um pigmento vermelho com atividade antifingica (BERG, 2000; WOODHAMS, 2017),
imunossupressora (MAGAE, 1996) e antibacteriana (LAPENDA, 2015). A presenca desse
género no ninho fornece evidencias de seu papel na defesa contra patégenos.

O grupo Chryseobacterium, pertencente a ordem Flavobacteriales, estd presente no
ninho de espuma de A. hylaedactyla e possui diversas caracteristicas notdveis. Algumas
espécies de Chryseobacterium estao relacionadas a doengas em peixes (LOCH & FAISAL,
2015) e humanos (MUKERII, 2016). O grupo também atua como promotores de crescimento
em plantas (SANG, 2018) e a espécie Chryseobacterium piperi possui uma familia de toxinas
com sequencias similares a neurotoxinas botulinicas (MANSFIELD et al., 2019). Também ¢é
relatado a presenca de uma atividade antifingica (YANG et al., 2018) e antimicrobiana

(DAHAL et al., 2020), além de ser um potencial probidtico no tratamento da quitridiomicose
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(WOODHAMS, 2019).

Alguns géneros caracteristicos da pele de anfibios e que sdo promissores na inibi¢ao
do crescimento do fungo Bd, também foram encontrados no ninho de espuma do A.
hylaedactyla. Dentre os gé€neros mais relatados na literatura como potenciais probidticos no
controle da doenca, encontram-se os géneros testados Chryseobacterium, Serratia,
Stenotrophomonas e Enterobacter

O género Serratia é um forte candidato a probiético devido ao rdpido crescimento in
vitro, propriedades anti-BD e comum distribui¢do entre as espécies de anfibios. Muitos
trabalhos relatam cepas do género classificadas com forte inibicio (MADISON et al., 2017;
WOODHAMS, 2019; HARRISON, 2020). O pigmento prodigiosina, que da cor avermelhada
as colonias do género, € capaz de inibir o crescimento do Bd in vifro em concentracdes
minimas (WOODHAMS, 2017), contudo, sua via de sintese nio € otimizada a temperaturas
na faixa de 21°C (MADISON et al., 2017).

Outros estudos reforcam o potencial da classe Gammaproteobacteria na inibi¢ao do
Bd, com destaque para a familia Enterobacteriaceae com altos valores no score de inibi¢do
(REBOLLAR, 2019), sendo essa correspondente com a maior composi¢do encontrada no
ninho de espuma da espécie A. hylaedactyla neste trabalho. Dentre a classe
Gammaproteobacteria, a espécie Stenotrophomonas maltophilia caracterizada com forte
inibi¢do do fungo é comumente encontrada na pele de diversos anfibios em diferentes locais
do mundo, como também sdo encontrados nos ovos em desenvolvimento, apontando para
uma transferéncia vertical de comunidades da pele (HOLDEN, 2015) e que podem se
relacionar com as comunidades do ninho de espuma.

A presenca desses géneros no ninho de espuma demonstra o potencial desses isolados
no desenvolvimento de probidticos eficazes que, em caso de cepas com forte inibi¢cao, podem
contribuir para o desenvolvimento de estratégias para o controle da doengca em estagios
juvenis e sendo de grande importdncia na conservacdo de espécies. Outros géneros
encontrados no ninho de espuma da espécie A. hylaedactyla foram Bacillus, Lysinibacillus e
Comamonas. E importante ressaltar que as comunidades microbianas residentes estio
relacionadas a fatores ambientais e a alteracdo de habitats podem levar a mudancgas na
microbiota, sendo capaz de tornar o animal mais susceptivel ou resistente a patogenos (BIE,
2019). Os ninhos da espécie estudada foram coletados em regido semi-arida durante o periodo
chuvoso, entretanto, individuos da espécie A. hylaedactyla estao distribuidos em diferentes
biomas no Brasil e na América do Sul. A descrigdo de uma comunidade exclusiva do ninho de

espuma com uma diversidade de gé€neros caracteristicos, fornece indicios do potencial desses
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organismos na defesa contra patégenos e predadores, além manutencdo do micro-habitat pela
producdo de metabolitos secundarios e disponibilidade de nutrientes.

5.3 Ensaios enzimaticos para proteases e amilase

Os resultados apresentaram uma composi¢cdo de 27% de isolados positivos para
producdo de amilases e 63% positivos para proteases com diferentes sitios de clivagem no
ninho de espuma, em comparagdo com o solo adjacente que apresentou 24% para amilases e
38% para proteases (Grafico 3).

Grifico 3: Relagdo do nimero de isolados bacterianos do ninho de espuma da espécie A. hylaedactyla e solo
adjacente com a produg¢do de enzimas hidroliticas.
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Dentre os isolados positivos, as bactérias Al, A3, B4 e B5 no ninho de espuma
(Figura 9) foram positivas para todas as atividades, assim como as bactérias C11, D5, E3 e
E4 do solo adjacente (Figura 10). Os géneros que mais se destacaram na producdo de
proteases no ninho foram respectivamente Bacillus, Serratia, Chryseobacterium e

Stenotrophomonas. Ja na producdo de amilases foram Bacillus e Chryseobacterium.

Figura 9: Atividades enzimaticas em isolados do ninho de espuma do anuro A. hylaedactyla. Em preto

representa com atividade e branco a auséncia de atividade
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 10: Atividades enzimaticas em isolados do solo adjacente. Em preto representa com atividade e branco a
auséncia de atividade

Gelatinase

Caseinase

Amilase

C10 C11 C12 D1 D3 D4 D5 D6 D8 D10 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E12 F2 F4

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 11: Placas de atividades enzimadticas de isolados do ninho de espuma do A. hylaedactyla e solo adjacente.
Respectivamente, (A) Amilase, (C) Caseinase e (G) Gelatinase.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O grupo Bacillus é um dos mais representativos géneros bacterianos na producdo de
enzimas industriais e tem um relevante interesse biotecnoldgico. Bacillus se destacam pela
producdo de uma diversidade de proteases extracelulares predominantemente alcalinas,
comportando principalmente serina-proteases, cisteina-proteases e metalloproteases.
(CONTESINI, 2017). Enzimas proteoliticas de Bacillus podem ser aplicadas em diversas
dreas comerciais, tais como a industria de detergente para remo¢do de manchas proteicas;
industria de alimentos na producdo de peptideos bioativos e amadurecimento do queijo;

Industria farmacé€utica na sintese de compostos e reducdo da contaminagdo com solventes
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organicos; E na industria de téxtil ao prevenir o encolhimento e removendo fibras de 1a
(CONTESINI, 2017). Bacillus também se destacam na producdo de alfa-amilases, capazes de
hidrolisar o amido presenta na dextrina, maltose e glucose. Essas amilases também sdo
importantes nas industrias de detergentes, de alimentos, farmacéutica e téxtil (SIMAIR et al.,
2017) e além disso, sdo necessdrias para a hidrolise enzimética de biomassas utilizadas na
producdo de bioetanol (WOOD et al., 2016). O grupo também é um promissor hospedeiro
para producao de biomoléculas de interesse industrial (SCHUALLMEY, 2004).

Em Chryseobacterium, representantes do grupo também sio potenciais produtores de
proteases. A alta atividade protedsica pode estar envolvida como fatores de viruléncia em
cepas patogénicas de humanos (PAN et al., 2000) e até na hidrolise na melanina e queratina
em penas de aves (GURAY, 2016). Recentemente, também foi reportado a capacidade desses
organismos de produzirem amilases extracelulares utilizando residuos organicos de cozinha e
demonstrando ser de grande interesse para a industria (HASAN et al., 2017).

Nossos resultados apontam para um potencial desses isolados do ninho de espuma na
producdo de amilases e principalmente proteases, sendo de grande valor biotecnoldgico.
Contudo, o papel dessas enzimas nos ninhos de espuma ainda € desconhecido, sendo
necessdrios mais estudos que foquem em investigar essas vias e suas relacdes com o

desenvolvimento da larva.

5.4 Ensaio de inibicao do fungo filamentoso Fusarium sp.

Foram avaliadas todos os 30 isolados bacterianos pertencentes ao ninho de espuma da
espécie A. hylaedactyla. 9 (30%) dos isolados apresentaram atividade antifiingica no

crescimento da espécie de referéncia, o fungo filamentoso Fusarium sp. (Figura 12).

Figura 12: Atividade antiftingica contra Fusarium sp. de isolados bacterianos do ninho de espuma da espécie A.

hylaedactyla. Em preto representa com atividade e branco a auséncia de atividade
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13: Placas resultantes do ensaio de inibi¢ao do fungo Fusarium sp. apds 7 dias. Em ordem: (A) C8, (B)

A9, (C)Ab6 e (D) A8.

Fonte: Elaborado pelo autor

Dentre os isolados que apresentaram atividade antifungica, 66,7% sao do género
Bacillus, seguidos de 22,2% do género Stenotrophomonas e 11,1% do género Enterobacter

(Grafico 4).

Grifico 4: Relagdo de géneros bacterianos do ninho de espuma com atividade antifiingica contra Fusarium sp.

Enterobacter

Stenctrophomeonas
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Representantes do género Bacillus sdo amplamente distribuidos no ambiente e sdo
particularmente interessantes por serem potenciais produtores de compostos naturais
antimicrobianos (SUMI, 2015). H4 uma diversidade de compostos produzidos por isolados do
género relatados na literatura; como por exemplo, compostos voléteis produzidos por a
espécie Bacillus amyloliquefaciens que apresentam atividade antifingica contra o fungo
filamentoso Fusarium oxysporum (YUAN, 2012). A espécie Bacillus vallismortis apresenta
atividades antifiingicas in vitro contra uma diversidade de fungos fitopatégenos (ZHAO,
2010), destacando o potencial do grupo como bactérias endofiticas promotoras de crescimento
e defesa em plantas (RIBEIRO et al., 2018). Muitos Bacillus estdo presentes no intestino de
animais sdo utilizados como probidticos, formando esporos resistentes as condi¢cdes do trato
gastrointestinal e podem construir uma barreira que protege o epitélio do intestino de agentes
patogénicos (BARBOSA, 2005). Em todos os representantes do género Bacillus que
apresentaram atividade antiftiingica, foi possivel observar a produc¢do de um pigmento escuro
ao redor da coldnia, possivelmente relacionado a atividade. O potencial antimicrobiano do
grupo pode ser fundamental na prote¢do contra patégenos no ninho de espuma e mais estudos
sd30 necessdrios para explorar a producdo e metabolitos secundérios e suas relagdes com o
ninho.

Outro potencial grupo produtor de compostos antiflingicos € o género
Stenotrophomonas, onde dois representantes apresentaram atividade contra o fungo Fusarium
sp. Muitos representantes do grupo também estdo associados na defesa contra fitopatégenos,
como o fungo Colletotrichum gloeosporioides, mostrando ser mais efetivo que fungicidas
sintéticos (REYES-PEREZ et al., 2019). A presenga do grupo na composi¢do do ninho de
espuma pode indicar contribui¢cdes na regulacdo do equilibrio de nutrientes do ninho terrestre
da espécie A. hylaedactyla enquanto dentro da cova subterranea.

5.5 Ensaio antibacteriano

Nao foi possivel observar a formagao de halos significativos ao redor dos in6culos em
todos os isolados testados. Contudo, até o presente momento, os isolados A3, A8, A9, A10, B3
e B4 do género Bacillus nao foram testados devido a dificuldades em padronizar a densidade
Otica, rompimento do biofilme formado e contaminag¢do do sobrenadante. Uma alternativa
possivel para a confirmac¢do dos resultados seriam alteragdes no protocolo, aumentando a
agitacdo e substituindo os pocos por discos embebidos no sobrenadante filtrado.

Na literatura, isolados do género Bacillus, como as espécies B. subtilis, B.

licheniformis e B. clausii, possuem uma considerdvel atividade antibacteriana e sdo capazes
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de inibir o crescimento de bactérias em amplo espectro, incluindo bactérias patogénicas como

Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens e Listeria monocytogenes (BARBOSA,

2005). E possivel que os isolados desse género apresentem atividade antibacteriana contra E.

coli ou B. subtilis, entretanto, novos estudos sdo necessdrios para avaliar o potencial

antibacteriano desses isolados do ninho de espuma.

Por fim, a Tabela 6 sumariza as atividades testadas para todos os isolados obtidos no
atual estudo.

Tabela 6: Atividades enzimdticas e antimicrobianas avaliadas dos isolados do ninho de espuma do A.

hylaedactyla. (NA) Nao-avaliado.

Isolado
Al
A2
A3
Ad
A6
A7
A8
A9

Al10
All
B1
B2
B3
B4
B5
B7
B8
B9
B10
B11
B12
C1
C2
C3
C4
Cs
Ceé
C7
C8
C9

Fonte: Elaborado pelo autor.

Género

Chryseobacterium
Stenotrophomonas

Bacillus
Comamonas

Stenotrophomonas

Serratia
Bacillus
Bacillus
Bacillus

NA
Enterobacter
Lysinibacillus
Bacillus
Bacillus

NA

Serratia

NA
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Serratia
Serratia
Serratia

Chryseobacterium

Enterobacter
Bacillus

Amilase
+

+

Caseinase
+

Gelatinase
+
+
+

+ +

+ + + +

Antifiingico

—+
—+

+

Antibacteriano

NA

NA
NA
NA

NA
NA
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho forneceu informagdes sobre os microrganismos cultivdveis do
ninho de espuma terrestre da espécie Adenomera hylaedactyla. O conhecimento da
diversidade de géneros caracteristicos do ninho de espuma fornece evidencias acerca de suas
importancias no desenvolvimento da fase juvenil. A defesa contra patégenos notabiliza-se a
partir das atividades antimicrobianas, destacando as cepas pertencentes aos géneros Bacillus e
Stenotrophomonas com atividade antifingica e outros géneros como Chryseobacterium e
Serratia, ja relatados como promissores na inibicdo do fungo Bd. Além da importancia
ecoldgica, o potencial biotecnolégico dessa comunidade foi destacado a partir das atividades
enzimadticas, onde o ninho de espuma apresentou uma grande producdo principalmente de
proteases e destacando o potencial biotecnoldgico das cepas do género Bacillus e
Chryseobacterium. Essas cepas podem ser exploradas para producdo de enzimas e outros
produtos. Contudo, mais andlises precisam ser feitas para identificar as relagdes da produgao
de enzimas e outros subprodutos microbianos no ninho de espuma, bem como sua
importancia para manutencdo do ninho, disponibilidade de nutrientes e desenvolvimento das

larvas.
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