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Although amphibians are suffering declines and extinctions, we predict that at least
some frogs, salamanders, and caecilians will survive the current extinction event on
their own or with help, even as their ancestors survived the four preceding mass
extinctions (WAKE; VREDENBURG, 2008).



RESUMO

A quitridiomicose é responsavel pelo declinio de centenas de espécies de anfibios por todo o
mundo e tem como principal agente patologico o fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd).
Uma das estratégias para contencao dessa doenca € o enriquecimento de bactérias isoladas da
pele de anfibios que so capazes de inibir o crescimento do fungo. Apesar dos diversos estudos
que associam muitos fatores abioticos e bioticos a dindmica da doenca, a participacdo de
componentes dos ninhos de espuma de anuros nessa complexa relacdo hospedeiro-parasita
ainda é completamente desconhecida. Essas bioespumas sdo formadas por uma complexa
mistura de carboidratos e proteinas, além de abrigarem uma vasta microbiota espécie-
especifica. Nesse sentido, objetiva-se determinar qual o efeito dos ninhos de espuma de anuros
da familia Leptodactylidae e da microbiota associada sobre o Bd, bem como identificar um
inoculante com potencial contra esse fungo. Para este estudo, o fluido dos ninhos de espuma de
seis espécies de anuros e bactérias isoladas das espumas foram avaliados contra o Bd. Os
resultados inéditos mostram que as biomoléculas dos ninhos de espuma estimulam o
crescimento do Bd, sendo possivelmente usadas como nutrientes pelo patogeno, e selecionam
diferentes composi¢des de bactérias. A microbiota cultivada é composta majoritariamente por
representantes dos filos Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria e Firmicutes. Dentre 0s
isolados obtidos, foram identificados oito com atividade anti-Bd. Dentre esses, 0s géneros mais
frequentes foram Pseudomonas e Enterobacter. A simulacdo de bioaumentacdo em fluidos de
ninhos de espuma de Leptodactylus vastus in natura, ndo estéril, provou (p < 0,05) que a
inoculacdo de aproximadamente 108 células/mL da estirpe Pseudomonas sp. P54 inibe o
crescimento do fungo. Esse resultado é promissor e estende o reconhecido potencial anti-Bd de
Pseudomonas spp., também presente na microbiota da pele de anuros, para os ninhos de

espuma.

Palavras-chave: anfibio; Leptodactylidae; modo reprodutivo; doenca fungica; microbioma.



ABSTRACT

Chytridiomycosis is responsible for the decline of hundreds of amphibian species worldwide
and the main infectious agent is the fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). One of the
strategies to contain this disease is the enrichment of skin amphibia bacteria that are able to
inhibit the growth of this fungus. Despite several studies regarding the influence of abiotic and
biotic factors to the disease dynamics, the contribution of frog foam nest components in this
complex host-parasite interaction is still unknown. These biofoams are composed of a complex
mixture of carbohydrates and proteins, in addition to hosting a vast species-specific microbiota.
In this sense, the goal of this study is to evaluate the effect of the foam nests produced by
leptodactylid frogs and its associated microbiota on the Bd, as well as to identify a microbial
inoculant with potential against this fungus. For this study, the fluid of foam nests from six frog
species and bacteria isolated from the foam were tested against Bd. The unprecedented results
show that foam nests biomolecules stimulate Bd growth, possibly being used as nutrients, and
select different bacterial compositions. The culture-dependent microbiota is mostly composed
of representatives of the phyla Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria and Firmicutes.
Among these isolates, eight had anti-Bd activity, with the most frequent genera being
Pseudomonas and Enterobacter. The simulation of bioaugmentation in Leptodactylus vastus
foam nests fluid in natura (non-sterile) showed (p < 0,05) that the inoculation of approximately
108 cells/mL of the Pseudomonas sp. P54 inhibits the fungus growth. This result is promising
and extends the recognized anti-Bd potential of Pseudomonas spp., also present in frog skin

microbiota, to foam nests.

Keywords: amphibian; Leptodactylidae; reproductive mode; fungal disease; microbiome.
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1 INTRODUCAO

A quitridiomicose é uma doenca fangica que acomete anfibios por todo o planeta e
estad associada ao declinio de pelo menos 6,5% das espécies de anfibios descritas (SCHEELE
et al., 2019). Embora esse fenébmeno venha ocorrendo desde a década de 1970 (FISHER,;
GARNER, 2020), somente no final do século XX, o agente patolégico foi identificado: o novo
fungo Batrachochytrium dendrobatidis (BERGER et al., 1998; LONGCORE; PESSIER;
NICHOLS, 1999). Mais tarde, uma nova espécie foi associada a quitridiomicose: B.
salamandrivorans (MARTEL et al., 2013).

A linhagem B. dendrobatidis Bd-GPL (global panzootic lineage) é amplamente
distribuida por todo o planeta e esta associada aos grandes declinios populacionais
(O’HANLON et al., 2018). Esse fungo apresenta duas fases de vida: o zoosporo, aquatico e
movel, e 0 zoosporangio, séssil e capaz de gerar novos zodsporos (BERGER et al., 2005). Um
dos sintomas da doenca é o excesso de descamacao da pele do anfibio acometido, que gera um
desequilibrio hidrico e ibnico, resultando em uma atividade cardiaca irregular. Essa é uma das
principais explicacdes para a morte dos anfibios pela doenca (CAMPBELL et al., 2012;
SALLA etal., 2018; VOYLES et al., 2009).

Uma das estratégias para a mitigacdo da quitridiomicose é o uso de bactérias com
acdo inibitéria contra o Bd isoladas da pele de anfibios. A técnica mais testada é a
bioaumentacdo, que consiste em aumentar a abundancia de bactérias com acdo anti-Bd ja
presentes na microbiota cutanea por meio da inoculacdo desses microrganismos na pele. Os
resultados dessa técnica sdo mistos, sendo possivel a mitigacdo da doenga em algumas espécies,
e, em outras, a adi¢o do inoculante se mostra ineficaz (REBOLLAR; MARTINEZ-UGALDE;
ORTA, 2020). Esses inoculantes podem ser aplicados diretamente sobre a pele do animal por
meio de banhos (HARRIS et al., 2009a) ou indiretamente por meio de aplicacfes no ambiente,
a partir do qual colonizam a pele de uma determinada comunidade de anfibios (MULETZ et
al., 2012). Além disso, ainda € possivel que os compostos produzidos pelos inoculantes e os
peptideos antimicrobianos presentes na pele dos anfibios possam ter uma acgdo anti-Bd
sinérgica, melhorando a eficacia do tratamento (MYERS et al., 2012).

Muitas espécies de anuros depositam seus ovos em ninhos de espuma construidos
na agua, no solo ou na superficie de plantas. Esses ninhos sdo compostos por uma mistura de
carboidratos e de proteinas, incluindo proteinas surfactantes, que variam para cada espécie de
anuro (COOPER et al., 2017). Sabe-se que os ninhos abrigam uma microbiota (HISSA et al.,

2008), que € constituida possivelmente por espécies de bactérias provenientes da microbiota do
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animal e também do ambiente. Entretanto, ainda ndo se sabe se essas bioespumas e sua
microbiota apresentam alguma fungéo na defesa contra o Bd.

Nesse sentido, 0s objetivos deste trabalho sdo (1) determinar a funcao
desempenhada pelos ninhos de espumas de anuros, incluindo a sua microbiota associada, no
combate a quitridiomicose e (2) identificar bactérias, que foram isoladas dos ninhos, com
potencial para atuar na prevencao contra a quitridiomicose.

Para este trabalho, foram formuladas as seguintes hipdteses: (1) a composicdo
bioquimica dos ninhos de espuma depende da espécie de anuro e é capaz de inibir o crescimento
do fungo Batrachochytrium dendrobatidis; (2) membros da comunidade microbiana dos ninhos
vao compor a microbiota do animal, tendo um papel prevalente na defesa do animal contra

patdgenos, incluindo o Bd, desde as fases iniciais do desenvolvimento do anuro no ninho.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Panorama da quitridiomicose no mundo

A quitridiomicose é uma doenca fungica que acomete anfibios por todo o planeta e
esta associada ao declinio de pelo menos 501 espécies (6,5% das espécies de anfibios descritas),
sendo 90 com extingdo confirmada ou presumida (Figura 1). Esse nimero pode ser ainda maior
ao se levar em consideracdo as espécies nas quais a relacdo declinio-doenca € incerta, as

espécies ainda ndo conhecidas e as regides com baixa amostragem (SCHEELE et al., 2019).

Figura 1 — Impacto da quitridiomicose em espécies de anfibios no mundo ao longo do tempo

Severidade do declinio
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Fonte: Scheele et al. (2019). Em A, as barras significam o nimero de espécies de anfibios em declinio por ano
com as intensidades representadas por cores. Em B, as linhas indicam o nimero acumulativo de espécies em
declinio por ano ao longo do tempo. A cor de cada curva representa uma intensidade de declinio. A seta indica o
ano da descoberta da quitridiomicose (1998).

Como mostra a Figura 1, o apice dos declinios populacionais de anfibios no mundo
ocorreu na década de 1980 e inicio da década de 1990, mas, na América do Sul (excluindo o
Brasil), esse fato ocorreu na década de 2000, explicando um segundo pico da doenca (LIPS,
2016; SCHEELE et al., 2019). O peso e a dimenséo global desses eventos foram reconhecidos
somente no inicio da década de 1990, percebendo-se que afetavam tanto areas conservadas
guanto antropizadas (BLAUSTEIN; WAKE, 1990). Embora a maioria das hipoteses atribuisse
0 problema a causas ambientais, como a perda de habitat, algumas propostas sobre a existéncia
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de um possivel patdgeno surgiram (BLAUSTEIN et al., 1994; SCOTT, 1993). Essa ideia
comecou a ganhar forga visto que mudancas ambientais ndo explicavam o fendémeno
adequadamente. Foi proposta, entdo, a existéncia de um patdgeno exdtico intercontinental,
provavelmente um virus (LAURANCE; MCDONALD; SPEARE, 1996). Alguns anos depois,
a quitridiomicose em anfibios foi descoberta e associada com os declinios populacionais
(BERGER et al., 1998; PESSIER et al., 1999).

Essa doenca é provocada por dois agentes patoldgicos: Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999) e Batrachochytrium
salamandrivorans (Bsal) (MARTEL et al., 2013). Como descrito nesses trabalhos, o género
Batrachochytrium significa quitridio de sapos. O nome especifico de B. dendrobatidis se refere
ao género do anuro utilizado para isolar e descrever o patdgeno (Dendrobates); e o de B.
salamandrivorans significa “devorador de salamandras”.

O local de origem da quitridiomitcose levantou muitas discussdes desde a
descoberta da doenca. Africa (WELDON et al., 2004), América do Norte (TALLEY et al.,
2015), Leste Asiatico (BATAILLE et al., 2013), Brasil (RODRIGUEZ et al., 2014) e Japéo
(GOKA et al., 2009) foram sugeridos como berco da linhagem pandémica Bd-GPL (global
pandemic lineage), a mais virulenta e que é responsavel pela maioria dos declinios de anfibios
no mundo. Com o objetivo de resolver esse problema, foram analisadas as sequéncias
gendmicas de 234 estirpes de Bd de diversas regides do planeta. Os resultados mostraram a
existéncia de quatro grandes linhagens (Figura 2): Bd-GPL, Bd-CAPE (africana), Bd-ASIAl
(peninsula coreana), Bd-ASIA2/Bd-Brazil e trés hibridos (um entre Bd-Brazil e Bd-GPL e dois
entre Bd-CAPE e Bd-GPL). A linhagem que compartilha maior diversidade genética com Bd-
GPL em relacédo as demais é Bd-ASIA1, sugerindo uma ancestralidade em comum. Além disso,
0s autores também concluiram que os dois grupos se separaram em algum momento entre 1939
e 1989 na peninsula coreana (O’HANLON et al., 2018) Mais recentemente, uma quinta
linhagem foi identificada: Bd-ASIA3 (BYRNE et al., 2019).
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Figura 2 — Distribuicdo das linhagens de Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) pelo mundo e o
numero de especies de anuros com declinio populacional maior que 90% por pais
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Fonte: Fisher e Garner (2020). Os circulos representam a localizac¢o dos isolados de Bd utilizados para determinar
as linhagens.

2.2 Os agentes patolégicos da quitridiomicose

Batrachochytrium dendrobatidis e Batrachochytrium salamandrivorans pertencem
ao filo Chytridiomycota, classe Chytridiomycetes e ordem Rhizophydiales como mostra a
Figura 3 (HIBBETT et al., 2007). Os representantes desse filo podem ocupar ambientes
aquaticos (dulcicola, marinho e estuarino), terrestres e anaerébicos. Ecologicamente, eles sdo
parasitas de inimeros organismos, como algas, plantas vasculares e invertebrados (artropodes
e rotiferas, por exemplo); sdo saprofitos, principalmente em solo, auxiliando na decomposicédo
de celulose, hemicelulose, queratina e quitina; e fazem parte da microbiota do sistema
digestadrio de herbivoros, auxiliando na digestéo de fibras vegetais (BARR, 2001). Bd, Bsal e
Ichthyochytrium vulgare (peixe) sdo as Unicas espécies de quitridios conhecidas por infectar
vertebrados (VAN ROOLJ et al., 2015).
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Figura 3 - Filogenia do género Batrachochytrium
a Basidiomycota b —— Chytridiales

Spizellomycetales | Chytridiomycetes

Ascomycota
L Rhizophydiales * *

Glomeromycota
* Monoblepharidomycetes
Zygomycota FUNGI
Neocallimastigomycetes

Blastocladiomycota

T * c
Chyt"d IOITIVCOta Batrachochytrium dendrobatidis
Microsporidia | E Batrachochytrium salamandrivorans Rhizophydiales‘
* sk — Homolaphlyctis polyrhiza
ANIMALIA

Rhizophydiales pro parte

Fonte: Van Rooij et al., (2015). O cladograma mostra o posicionamento de Bd e Bsal no reino Fungi (a), no filo
Chytridiomycota (b) e na ordem Rhizophydiales (c). A posi¢do de Microsporidia € incerta. O comprimento das
ramificacBes ndo representa as distancias genéticas.

Existem diferencas bem definidas entre as duas espécies de Batrachochytrium. Bd
apresenta uma maior amplitude de hospedeiros, sendo capaz de infectar os trés grandes grupos
de anfibios (anuros, urodelos e cecilianos) em quase todos os continentes, exceto Antartica e
algumas ilhas oceénicas (LIPS, 2016; VAN ROOLJ et al., 2015). Por outro lado, Bsal provoca
sinais clinicos apenas em urodelos, principalmente em salamandras, mas anuros também podem
ser infectados e servir como reservatorios (MARTEL et al., 2014; STEGEN et al., 2017). Com
relacdo a distribuicéo, Bsal esta presente na Europa e na Asia e continua se espalhando nesses
territorios, provocando sérios declinios populacionais em salamandras europeias (GONZALEZ
et al., 2019; YAP et al., 2017). Embora Bsal seja tdo devastador quanto o Bd e seja capaz de
reduzir em 96% uma populagdo de salamandras em pouco tempo (SPITZEN-VAN DER
SLUNS et al., 2013), o enfoque deste trabalho sera no B. dendrobatidis.

Fisiologicamente, o Bd apresenta uma temperatura 6tima de crescimento entre 17 e
25 °C. Abaixo desse intervalo, o crescimento ocorre mais lentamente, sendo capaz de sobreviver
por pelo menos 6 meses a 4 °C. A partir de 28 °C, a viabilidade diminui, sendo mortal uma
exposicdo a 37 °C por 4 horas (JOHNSON et al., 2003; PIOTROWSKI; ANNIS; LONGCORE,
2004). O fungo ainda é capaz de crescer em pH entre 4 e 8, embora o0 crescimento seja
significantemente maior em pH 6 e 7 (PIOTROWSKI; ANNIS; LONGCORE, 2004). Além
disso, o Bd é suscetivel a dessecacdo e a a¢do de diversos agentes quimicos, como etanol,
hipoclorito de sodio e quaternario de aménio (JOHNSON et al., 2003).

O Bd apresenta dois estagios de vida (Figura 4): zoosporo e zoosporangio (talo)
(LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999). N&o h& formacédo de micélio nessa espécie (VAN
ROOWJ et al., 2015). Também ndo ha registros de esporos de resisténcia ou de reproducdo
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sexuada (SAMARASINGHE et al., 2020). No entanto, alguns estudos cogitam a possibilidade
de raros eventos sexuais (JENKINSON et al., 2016; SCHLOEGEL et al., 2012).

Figura 4 - Estagios de vida do Batrachochytrium dendrobatidis

Fonte: (A) Longcore, Pessier e Nichols (1999) e (B) Berger et al. (2005). Em A, fotomicrografia do zo6sporo
movel do Batrachochytrium dendrobatidis. Barra de escala ndo disponivel. Em B, eletromicrografia de varredura
do zoosporangio do Bd com cinco papilas (setas pretas), que sdo responsaveis pela liberagdo dos zodsporos. Barra
de escala: 10 um.

Os zo0Osporos, com cerca de 3-5 um, possuem motilidade devido a presenga de um
Unico flagelo. A ultraestrutura, como mostra a Figura 5, é caracterizada por um agregado
ribossomal localizado no centro celular. O reticulo endoplasmaético circunda esses ribossomos
ou se insere entre eles. Ao redor, encontram-se as mitocondrias, 0 nucleo e os glébulos de
lipidios associados com microcorpos. Essas trés estruturas podem estar alocadas parcialmente
dentro da massa ribossomal. No restante do citoplasma periférico, encontram-se diversas
vesiculas, um tnico complexo de Golgi e dois centriolos. Um deles compde o cinetossomo
flagelar e apresenta suportes que o fixam na membrana da célula, e o outro, nao-flagelar, é
paralelo ao primeiro. Ambos estdo conectados por um material fibroso. Por fim, o cinetossomo
apresenta projecdes de microtubulos que se inserem no agregado ribossomal (LONGCORE;
PESSIER; NICHOLS, 1999).
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Figura 5 - Ultraestrutura do Batrachochytrium dendrobatidis

L P
X

Fonte: Longcore, Pessier e Nichols (1999). Em A, uma representacdo esquemética da ultraestrutura de B.
dendrobatidis. Em B e C, eletromicrografia de sec¢do longitudinal de um zodsporo com um flagelo posterior
atrelado ao cinetossomo. Abreviages: ce, extensdo citoplasmética; er/ER, reticulo endoplasmatico; G, complexo
de Golgi; K, cinetossomo; L, glébulo de lipideo; M, mitocdndria; mb, microcorpo; nfc, centriolo ndo-flagelar; N,
nlcleo; P, suporte; Va, vaclolos; R, massa ribossomal; tp, placa terminal. Barra de escala: 1 pm.

Com relacéo ao ciclo de vida assexuado em cultura pura, 0 zo4sporo, ao se encistar,
perde o flagelo e desenvolve uma espessa parede, formando um talo, onde novos zoGsporos sao
formados por mitose. O talo pode ser monocéntrico, quando é formado por um Unico
zoosporangio, ou, mais raramente, colonial, com mais de um zoosporangio. Rizoides filiformes
(em forma de fios) surgem a partir de uma ou mais regides do zoosporangio. A liberacdo dos
zo0sporos ocorre por meio das papilas, que sdo projecdes da parede do zoosporangio que se
rompem quando a umidade esta favoravel. E possivel que zodsporos ndo liberados se encistem
dentro do esporangio (BERGER et al., 2005). A Figura 6 resume esse ciclo.
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Figura 6 - Ciclo de vida assexuado de Batrachochytrium dendrobatidis

Fase movel

Zoosporo
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desenvolvimento 2065poros
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Fonte: Rosenblum et al. (2008). Esquema do ciclo de vida do Bd. A seta preta indica a
papila, estrutura responsavel pela liberacdo dos zodsporos no meio. As setas brancas
indicam os rizoides filiformes. Barra de escala ndo disponivel.

2.3 Sintomas da quitridiomicose e patogénese

A colonizagdo do Bd na pele dos anfibios ocorre somente em regides
gueratinizadas. Como esses locais variam de acordo com o estagio de desenvolvimento do
animal, os sintomas da quitridiomicose também mudam com o tempo. No caso dos girinos
(Figura 7), o fungo ndo € letal, pois somente as pec¢as bucais sdo queratinizadas, o que provoca
apenas despigmentacdo dessa regido (BERGER et al., 1998). Efeitos comportamentais também
podem ocorrer: letargia, baixo forrageamento e consequente reducdo do tamanho corporal
(HANLON et al., 2015). Além disso, é possivel que metabdlitos produzidos pelo Bd possam
acelerar o desenvolvimento dos girinos (MCMAHON; LAGGAN; HILL, 2019).
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Figura 7 - Despigmentacdo do aparelho bucal de girinos infectados pelo Batrachochytrium
dendrobatidis

Fonte: Lambertini et al. (2013). Em A, estrutura bucal ndo infectada do girino de Lithobates catesheianus. Em B,
estrutura bucal infectada do girino de Hylodes sp.. E possivel notar o padrdo descontinuo de despigmentacéao
ocasionado pelo Bd.

Com relacdo aos adultos (Figura 8), ha uma variedade de sintomas que
normalmente sdo encontrados na regido ventral e posterior. Os mais comuns séo eritema e
lesGes corporais, como despigmentacgéo, granulacédo e excessiva descamacgéo da pele. Em casos
mais raros, sangramentos e erosGes nessa regido também podem ocorrer. Sintomas
comportamentais também sdo recorrentes e incluem anorexia, letargia, rigidez dos membros e
postura anormal. Também é possivel que haja mortes repentinas sem sinais de doenca aparente
(BERGER; SPEARE; HYATT, 1999; VAN ROOIJ et al., 2015).



22

Figura 8 - Sintomas da quitridiomicose em anfibios adultos

Fonte: (A) Berger, Speare e Hyatt (1999); (B) Van Rooij et al. m A,
Mixophyes fasciolatus em estagio avancado da doenga com descamacéo da pele indicada pela seta preta. Barra de
escala: 0,5 cm. Em B, Alytes obstetricans infectado pelo Bd, sendo possivel notar uma postura anormal (abdugéo
dos membros posteriores) e uma excessiva descamagao. Em C, eletromicrografia de varredura da pele saudavel de
Litoria caerulea. Barra de escala: 100 um. Em D, uma eletromicrografia de varredura da pele infectada de Litoria
lesueuri na qual é possivel notar a erosdo da epiderme. Barra de escala: 100 pm.

Organismos flagelados como o Bd sdo capazes de se deslocarem em diregdo a
determinados estimulos quimicos (quimiotaxia). Entdo, é possivel que certos componentes da
pele dos anfibios funcionem como agentes quimiotaticos para o patégeno. De fato, este
fendmeno foi observado para o muco que recobre a pele do anuro Xenopus laevis, que contém
carboidratos simples capazes de atrair o fungo (VAN ROOLJ et al., 2015). Esses achados s&o
importantes para compreender os mecanismos de interacéo entre patégeno-hospedeiro. O muco
tegumentar é a primeira camada protetora dos anfibios contra o Bd e apresenta peptideos
antimicrobianos e metabélitos antifungicos produzidos pela microbiota associada (DEMORI et
al., 2019; WOODHAMS et al., 2014).

Para investigar o mecanismo de infec¢do do Bd, alguns trabalhos utilizaram tanto
modelos em cultura de tecido quanto animais vivos (BERGER et al., 2005; GREENSPAN;
LONGCORE; CALHOUN, 2012; VAN ROOLW et al., 2012). Os processos observados séo
semelhes ao que ocorre em cultura pura, mas com um maior nivel de complexidade. A partir
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desses trés trabalhos, descobriu-se que o patdgeno pode ter um ciclo de vida epibidtico ou
endobidtico, que serdo discutidos a seguir.

Em epibiose, 0 zo6sporo se estabelece na superficie da pele do anfibio e se encista
(Figura 9). Nesse momento, o flagelo é perdido e ha a formacgédo de um tubo germinativo em
direcdo a célula adjacente, adentrando-a. No momento, ainda ndo h& muitas informacdes de
como ocorre a adesdo ao hospedeiro, mas sabe-se que o patégeno produz fungalasinas, serino-
proteases e proteinas de adesdo celular (ROSENBLUM et al., 2012). O cisto é fixado por meio
de rizoides que crescem a partir do tubo germinativo. A célula infectada perde o citoplasma por
mecanismos ainda ndo esclarecidos. Por fim, o esporangio amadurece e libera 0os zo6sporos
sem se tornar intracelular (VAN ROOUJ et al., 2012).

Figura 9 - Ciclo de vida epibiotico do Batrachochytrium dendrobatidis
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Fonte: Van Rooij et al. (2015). O ciclo de vida epibiético s6 foi observado explantes da pele de Xenopus laevis
(VAN ROOLJ et al., 2012). Basicamente, 0 zoGsporo se encista e invade a célula epitelial do estrato cérneo por
meio de um tubo germinativo. A partir dessa estrutura, h4 a formacdo de uma rede de rizoides, que capta o
citoplasma da célula do hospedeiro como nutriente. Dessa forma, o zoosporangio se desenvolve sobre a superficie
cutanea e, quando maduro, libera os zodsporos.

O ciclo endobiético é o mais comumente observado desde as primeiras analises
histoldgicas da quitridiomicose (BERGER et al., 1998). Como mostrado na Figura 10, a
formagé&o do cisto e do tubo germinativo € semelhante ao do ciclo epibiotico. No entanto, o tubo
pode adentrar de uma a duas camadas epidérmicas e sofrer uma dilatacdo na extremidade que
esta dentro da célula do hospedeiro. O contetdo citoplasmatico do cisto é transferido para essa
dilatacdo, onde se forma um zoosporangio imaturo intracelular. A medida que as células
epidérmicas migram para as camadas mais externas e sdo queratinizadas, o esporangio também

amadurece, demonstrando uma sincronia hospedeiro-parasita. A perda do citoplasma das
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células infectadas também € visivel ao redor do esporangio. Portanto, hd uma polarizagdo da
infeccdo: o parasita mais imaturo se encontra em camadas mais internas, e a forma madura, na
camada mais externa, onde libera os zoosporos (BERGER et al., 2005; GREENSPAN;
LONGCORE; CALHOUN, 2012; VAN ROOWJ et al., 2012).

Figura 10 - Ciclo de vida endobiotico do Batrachochytrium dendrobatidis
= Q q
pe 4
Zobsporo ! 9

germinativo

) Zoosporangio csv\

Epiderme do anfibio

Fonte: Van Rooij et al. (2015). O ciclo de vida endobiotico € o mais conhecido (BERGER et al., 2005;
GREENSPAN; LONGCORE; CALHOUN, 2012; VAN ROOWJ et al., 2012). Resumidamente, ao se encistar, o
patdgeno forma um zoosporangio intracelular por meio de um tubo germinativo. E possivel a migracio para as
camadas celulares mais internas mediante estruturas semelhantes a rizoides. Durante o processo de
amadurecimento do fungo e de diferenciacdo celular do epitélio, 0 zoosporangio se desloca para as camadas mais
externas juntamente com as células epiteliais. A liberacdo dos zo6sporos ocorre nas células mais externas.

A fisiopatologia da quitridiomicose ainda é pouco explorada. Os poucos estudos
existentes corroboram no fato de que animais infectados apresentam declinio na concentracéo
de diversos eletrdlitos, como sédio, potéssio e cloro (MARCUM et al., 2010; VOYLES et al.,
2007, 2009, 2012). O pH sanguineo também parece ser afetado, mas as evidéncias ainda sdo
escassas (VOYLES et al., 2007, 2012). A pele dos anfibios, além de conferir protecédo, é
responsavel por importantes processos fisioldgicos, como as trocas gasosas e 0s equilibrios
hidrico e eletrolitico. O excesso de descamacéo da pele e de toxinas produzidas pelo Bd podem
estar relacionados com esses desequilibrios observados, que podem ser a causa de paradas
cardiacas e consequente morte dos animais (VOYLES et al., 2009). Alteracfes das funcGes
cardiacas também foram observadas tanto em animais tolerantes, auxiliando a mitigar a doenca,
como em animais sensiveis ao patdgeno, debilitando a fisiologia cardiaca (SALLA et al., 2018).

Além dos anfibios, o Bd ou 0 DNA dele foi encontrado em outros grupos de seres
vivos, como algas e pequenos artropodes aquaticos (JOHNSON; SPEARE, 2003), patos
(HANLON; HENSON; KERBY, 2017), gansos (GARMYN et al., 2012), cobras e lagartos
(KILBURN; IBANEZ; GREEN, 2011), mosquitos (GOULD et al., 2019), lagostins
(BRANNELLY etal., 2015; MCMAHON et al., 2013), nematddeos (SHAPARD; MOSS; SAN
FRANCISCO, 2012) e peixes-zebra (LIEW et al., 2017). Sinais de patogenicidade foram
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detectados nesses trés ultimos animais, inclusive com diminui¢do da taxa de sobrevivéncia.
Entretanto, ainda ndo h& evidéncias o suficiente para afirmar que esses organismos s&o

reservatorios ou vetores do Bd na natureza.

2.4 Batrachochytrium dendrobatidis no Brasil com foco no semiarido nordestino

Os primeiros estudos sobre a distribuicdo do patdégeno no Brasil mostraram a
presenca do fungo em 6 dos 96 espécimes (CARNAVAL et al., 2006) e em 20 dos 41 girinos
pesquisados (TOLEDO et al., 2006). Entretanto, o uso de metodologias histolégicas é propenso
a falsos negativos (DAVIDSON et al., 2003), e as amostragens se concentraram nas regioes
Sul e Sudeste.

Oito anos depois, em um estudo mais amplo envolvendo técnicas moleculares,
2.799 anuros foram examinados (RODRIGUEZ et al., 2014). A andlise dos espécimes adultos
coletados entre 1890 e 2010 em todos os sete estados do Sul e Sudeste mostrou que as linhagens
Bd-Brazil e Bd-GPL ja estavam no Brasil ha mais de um século, sendo a amostra positiva mais
antiga de 1894. Além disso, ambas as linhagens se mostraram espaco-temporalmente
amplamente distribuidas, com prevaléncia relativamente constante e sem padrdo de
propagacao. Por esses sinais de endemismo, o Brasil se tornou uma das possiveis origens do
patdgeno.

Essa hipotese foi contestada alguns anos depois com novas evidéncias € novos
marcadores moleculares. De fato, a linhagem Bd-Brazil ¢ endémica por apresentar um
equilibrio genotipico por meio de raras recombinacgdes genéticas e uma estruturacdo geogréafica
bem definida, sem um padrdo de dispersdo. Ao contréario, a linhagem Bd-GPL ndo apresenta
uma estruturacdo geogréfica, ou seja, populagcdes geograficamente distantes sdo geneticamente
mais semelhantes do que as mais proximas geograficamente, 0 que sugere uma recente
introdugdo e um padréo de dispersdo (JENKINSON et al., 2016). Além disso, ao analisar mais
de 30 mil girinos coletados entre 1930 e 2015 em todas as regides brasileiras, foi demonstrado
gue houve um aumento da prevaléncia do fungo durante as décadas de 1970 e 1980, que
coincide com o aumento de eventos de declinios populacionais registrados nesse mesmo
periodo (CARVALHO; BECKER; TOLEDO, 2017). Até o0 momento, o Bd foi detectado em
mais de 200 espécies no Brasil (artigo submetido).

O impacto e a distribuicdo do Bd no semiérido ainda sdo relativamente
desconhecidos, pois a maioria dos estudos sobre a quitridiomicose no Brasil se concentra nas

regides Sul e Sudeste e/ou na Mata Atlantica. O primeiro estudo a descrever espécies de anuros
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infectadas nessa regido identificou duas espécies na Bahia e uma no Piaui (CARVALHO;
BECKER; TOLEDO, 2017). Recentemente, foram identificadas mais cinco espécies na Bahia
(AMORIM et al., 2019). Estes autores ainda destacam a plasticidade do patégeno frente a
adversidade climatica: é capaz de infectar espécies de ambientes mais secos do semiarido, como
Rhinella rubescens, até de ambientes mais amenos, como Physalaemus albifrons em regides
litoraneas. Além disso, foram adicionadas nessa lista mais duas espécies no Piaui (BENICIO et
al., 2019), totalizando 10 espécies com registro de infeccdo com o Bd no semiérido brasileiro.
A prevaléncia do patdgeno nesse Ultimo estudo foi de 25% embora nédo haja relatos de declinio
populacional nessas espécies. Para justificar esse fato, os autores discutem o longo periodo para
renovacdo epidérmica da familia Bufonidea, mesmo que o processo seja acelerado em
temperaturas mais elevadas. Dessa forma, quanto maior o tempo, maior a chance de o fungo

concluir o ciclo de vida.

2.5 Ninhos de espuma

Os ninhos de espuma compreendem 10 dos 41 modos reprodutivos utilizados pelos
anuros (GURURAJA, 2010; HADDAD; PRADO, 2005; ISKANDAR; EVANS; MCGUIRE,
2014), sendo Leptodactylidae a familia com a maior diversidade de espécies com esses modos,
como as dos géneros Leptodactylus, Adenomera e Physalaemus (HADDAD; PRADO, 2005).
Conforme a Tabela 1, os ninhos podem ser classificados em aquaticos ou terrestres/arbéreos,
mas apresentam variacfes em relacdo a dependéncia da agua entre esses dois extremos
(HADDAD; PRADO, 2005).

Tabela 1 - Descri¢do dos modos reprodutivos envolvendo ninhos de espuma

NUmero do modo

reprodutivo Descrigao Tipo

Ninho de espuma flutuando sobre lagoas; girinos

11 - Agquatico
exotréficos em lagoas.

12 Nlnhq _de espuma flutuando sobre lagoas; girinos Aquético
exotroficos em riachos.

13 Ninho de espuma flutuando sobre a dgua acumulada em Aquético

cavidades construidas; girinos exotroficos em lagoas.

Ninho de espuma flutuando sobre a dgua acumulada em
14 axilas de bromélias terrestres; girinos exotréficos em Aquatico
lagoas.
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Ninho de espuma sobre o chdo umido de floresta; apos

28 . a e Terrestre
inundacdo, girinos exotroficos em lagoas.
Ninho de espuma com ovos e estagios larvais iniciais em

29 cavidades; apds inundacdo, girinos exotroficos em lagoas Terrestre
ou riachos.
Ninho de espuma com ovos e estagios larvais iniciais em

30 ninhos construidos no subterraneo; apds inundacéo, girinos Terrestre

exotroficos em lagoas.
Ninho de espuma com ovos e estagios larvais iniciais em

31 ninhos construidos no subterréneo; apds inundacgéo, girinos  Terrestre
exotroficos em riachos.
Ninho de espuma em camaras subterraneas construidas;

32 girinos endotréficos completam o desenvolvimento dentro  Terrestre
do ninho.

Ninho de espuma arboreo; girinos recém-nascidos caem

: Arbdreo
em lagoas ou riachos.

33

Fonte: Haddad e Prado (2005).

Os ninhos de espuma (Figura 11) oferecem importantes fungdes para o
desenvolvimento dos anuros, como fornecimento de oxigénio (SEYMOUR; LOVERIDGE,
1994); protecdo contra raios ultravioletas (HISSA et al., 2008), contra predadores e contra
dessecagdo (DOBKIN; GETTINGER, 1985; HEYER, 1969); aumento da taxa de crescimento
(PRADO et al., 2005; TANAKA; NISHIHIRA, 1987) e de fertilizagdo (ARZABE, 1999); e
estabilidade térmica (MENDEZ-NARVAEZ; FLECHAS; AMEZQUITA, 2015; RODRIGUES
et al., 2020).
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Fonte: elaborado pelo autor. (A) Ninho de espuma de Leptodactylus vastus com modo reprodutivo 13. (B) Ninho
de espuma de Physalaemus cuvieri com modo reprodutivo 11. (C) Ninho de espuma de Adenomera hylaedactyla
com modo reprodutivo 32.

Sabe-se que essas estruturas sdo ricas em proteinas e em carboidratos (COOPER et
al., 2005; HISSA et al., 2008). A composicao proteica vem sendo desvendada, isolada e
caracterizada desde o trabalho de Cooper et al. (2005) (Tabela 2), mostrando proteinas
surfactantes, lectinas, cistatinas e metaloproteinas (FLEMING ef al., 2009; HISSA et al., 2014;
MCMAHON et al., 2006; OKE et al., 2008). Estudos mais robustos, com a utilizagdo das
técnicas de transcriptomica e protedmica, comecgaram a surgir nos ultimos anos, indicando uma
grande diversidade de proteinas envolvidas em diversas fungdes, principalmente sinalizadoras
e imunoldgicas (HISSA et al.,2016; SHAHRUDIN et al., 2017; SHIGERI et al., 2020; ZHANG

et al., 2019). Entretanto, pouco se sabe sobre os carboidratos que constituem essas bioespumas.



29

Tabela 2 - Proteinas isoladas e caracterizadas de ninhos de espuma de ras

Massa molecular

Proteina Espécie de ra Classificagéo (kDa) Publicacao
"PLRSFD).  lewcomyatax  Desconhecida 2x13  Okeetal. (2008)
T T
Ep-RSN-2 E. pustulosus Surfactante 11,0 FIeeriggge)t al.
Ep-RSN-3 E. pustulosus Lectina 189 FleTziggge;t al.
Ep-RSN-4 E. pustulosus Lectina 213 FleTzigg;)t al.
Ep-RSN-5 E. pustulosus Lectina 18,8 FleTziggge;t al.
Ep-RSN-6 E. pustulosus Lectina tipo-C 27,2 Fler?zi(r)lgge)t al.
Lv-RSN-1 Lept/c;cl?l::;ylus Surfactante 23,5 Hifzsgfj)al.

Fonte: elaborado pelo autor.

Apesar de ja haver uma maior compreensdo do universo dos ninhos de espuma de
anuros entre os cientistas, a fungdo ecoldgica desempenhada por essas estruturas na relagao
hospedeiro-parasita da quitridiomicose ainda ¢ desconhecida. Entretanto, acredita-se que a
presenca dessas lectinas, cistatinas e imunoproteinas estejam relacionadas a potenciais
estratégias de combate a patégenos (COOPER et al., 2005; FLEMING et al., 2009).

Além de todas as fungdes mencionadas, os ninhos de espuma, assim como qualquer
outro ninho do reino animal, intermedeiam o primeiro contato da prole com o ambiente. Nesse
sentido, os ninhos apresentam condi¢des particulares que selecionam a primeira fonte de
microrganismos dos filhotes (CAMPOS-CERDA; BOHANNAN, 2020). Parte dessa
microbiota colonizara a pele dos anfibios e pode desempenhar um papel importante contra

patogenos, incluindo o Bd.

2.6 Microbiota e moléculas antifungicas contra o Bd

O mucossoma é um conjunto de moléculas do hospedeiro (anticorpos, peptideos

antimicrobianos, lisozima e alcaloides) e de fatores microbioldgicos (microbiota e metabolicos
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associados) encontrados no muco. No caso dos anfibios, 0 mucossoma recobre a pele e pode
agir como um protetor contra patdgenos e predadores (WOODHAMS et al., 2014).

A pele dos anfibios sintetiza uma ampla variedade de peptideos com diversas
funcBes, como analgésica, imunologica e antioxidante. Dentre os mais de 2000 tipos de
peptideos conhecidos, aproximadamente 1900 apresentam funcdo antimicrobiana e s&o
essenciais na defesa inata dos anfibios (XU; LAI, 2015). Os mecanismos de a¢do dos peptideos
antimicrobianos (AMPs) sdo diversos e incluem a ruptura da membrana plasmatica e
interferéncia no metabolismo microbiano (LEE; N. HALL; AGUILAR, 2015; YEAMAN;
YOUNT, 2003). No caso do Bd, discute-se que a auséncia de uma parede celular na fase de
zoosporo pode facilitar a agdo dos AMPs por ruptura celular (ROLLINS-SMITH et al., 2002).
Entretanto, esse fungo é capaz de expressar genes das familias peptidase M36 (fungalisina) e
peptidase S41 (serino-peptidase), que podem ter um papel importante na degradacdo da
queratina cutanea e dos AMPs (ROSENBLUM et al., 2008, 2012).

Apesar da poténcia desses peptideos in vitro, pouco se sabe acerca do real papel
deles na complexa interacdo hospedeiro-parasita. Por exemplo, 0 anuro Rana muscosa produz
peptideos eficientes contra o Bd, mas € uma das espécies vulneraveis ao fungo, estando em
declinio (ROLLINS-SMITH et al., 2006). Em outro estudo, a diferenca de susceptibilidade
entre duas espécies de anuros foi explicada por diferencas na composicao de sua comunidade
bacteriana da pele, e ndo pelos peptideos (BURKART et al., 2017).

O papel da microbiota da pele de anfibios estad sendo melhor compreendido com o
surgimento de sequenciadores de nucleotideos mais robustos. Sabe-se que além de ser espécie-
especifica, a diversidade bacteriana da pele dos anfibios também é explicada, secundariamente,
por fatores ambientais (KUENEMAN et al., 2014). Além disso, tem-se tornado claro que o
processo de metamorfose dos anfibios gera uma reestruturacdo da comunidade microbiana da
pele (BATES etal., 2018; KUENEMAN et al., 2014) e que distlrbios nesse processo provocam
uma maior susceptibilidade a patogenos na fase adulta (KNUTIE et al., 2017).

Desde a descoberta da quitridiomicose, milhares de bactérias isoladas da pele de
anfibios foram testadas quanto a atividade anti-Bd. Como resultado, mais de 50% deles
apresentou algum grau de inibi¢&o do fungo (WOODHAMS et al., 2015). No entanto, somente
seis compostos bacterianos estdo, até agora, associados a essa atividade, como resume a Tabela

3 eilustraa Figura 12.
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Tabela 3 - Metabdlitos bacterianos com atividade anti-Bd reconhecida

Bactérias isoladas Espécie do

Metabolito da pele de anfibios anfibio Referencia
2 4-diacetilfloroglucinol Lysobacter Pl_ethodon Brucker et al.
gummosus cinereus (2008a)
Indol-3-carboxaldeido Janthinobacterium Plethodon Brucker et al.
lividum cinereus (2008b)
Violaceina Janthinobacterium Plethodon Brucker et al.
lividum cinereus (2008Db)
Bacillus sp. e
Triptofol Chitinophaga Plethodon Loudon et al.
P arvensicola (co- cinereus (2014)
cultivo)
Alytes
obstetricans
Prodigiosina Serratia marcescens Mantella Woodhams et al.
g Serratia plymuthica aurantiaca (2018)
Atelopus
zeteki
Viscosina Pseudomonas Craugastor Martin H. et al.
cichorii crassidigitus (2019)

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 12 - Estrutura bidimensional dos metabdlitos bacterianos conhecidos por apresentarem
atividade anti-Bd

Viscosina

—
Y
/

| N

Indol-3-carboxaldeido Prodigiosina Violaceina

Fonte: (MOLVIEW, 2021).
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Com base no potencial anti-Bd dessas moléculas, ensaios in vivo de bioaumentagao
foram conduzidos. Apés banhos dos anfibios com os microrganismos inoculantes, os resultados
mostraram que 0s grupos tratados com a bactéria Janthinobacterium lividum aumentaram a
sobrevivéncia do anuro Rana muscosa e da salamandra Plethodon cinereus quando infectados
com o fungo (BECKER et al., 2009; HARRIS et al., 2009b). Além disso, os isolados J. lividum
e Serratia plymuthica de outros anuros produziram compostos organicos volateis capazes de
inibir o crescimento do fungo (WOODHAMS et al., 2018).

Outra possibilidade para o uso da bactéria J. lividum ¢ a técnica de bioaumentagédo
em solos (MULETZ et al., 2012). Nesse trabalho, o microrganismo foi inoculado em solo sob
condigdes naturais simuladas em laboratdrio. Posteriormente, um grupo de salamandras
Plethodon cinereus foi exposto a esse solo e, depois de sete dias, ao patdgeno. A bactéria foi
capaz de colonizar o solo e, a partir dele, foi transmitida para a salamandra. Esse experimento
mostrou uma diminuicdo do ndmero de organismos infectados com o Bd de 83% em
salamandras sem tratamento para 40% em salamandras tratadas com o inoculante. Os autores
ainda discutem que o amplo e aceitavel uso da bioaumentacdo na agricultura encoraja a
aplicacdo dessa técnica contra a quitridiomicose.

Um dos aspectos importantes do estudo do mucossoma € compreender como a
interacdo entre AMPs e a microbiota pode contribuir para reduzir o efeito da quitridiomicose.
Nesse sentido, foi demonstrado o efeito sinérgico entre os AMPs do anuro Rana muscosa e 0
composto 2,4-diacetilfloroglucinol da bactéria Pseudomonas fluorescens (MYERS et al.,
2012). Os autores discutem o beneficio matuo dessa interacdo. O anfibio necessitaria de uma
concentracdo menor de AMP para inibir o crescimento do Bd, o que diminui 0s custos
energéticos para produzi-lo. Ao mesmo tempo, esse peptideo tornaria a pele um ambiente mais
seletivo, resultando em uma menor competicdo entre a bactéria e 0s outros microrganismos.

Ao avaliar o efeito probiotico de um consércio de quatro bactérias (Pseudomonas
fluorescens, Pedobacter cryoconitis, Chryseobacterium sp. e lodobacter sp.) na defesa contra
0 Bd, um novo AMP foi descoberto (WOODHAMS et al., 2020). Este peptideo foi
downregulated pelo consorcio e foi capaz de inibir o crescimento das duas espécies de
Batrachochytrium in vitro. Além disso, o peptideo estimulou o crescimento de algumas
bactéerias conhecidas pela acdo anti-Bd. Embora tenha identificado a ineficacia do consorcio,
esse estudo demonstra a complexidade de estabelecer uma metodologia ampla e eficaz contra
o fungo.

Além disso, ainda € possivel utilizar as interacGes interespecificas dos simbiontes

do mucossoma como estratégia contra o Bd. O co-cultivo entre as bactérias Bacillus sp. e
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Chitinophaga arvensicola, isoladas da pele da salamandra Plethodon cinereus, permitiu a
sintese de sete compostos com agdo anti-Bd que estavam ausentes quando os isolados cresceram
separadamente. Entre eles, o triptofol foi mais eficiente contra o fungo (LOUDON et al., 2014).
Entretanto, o crescimento conjunto dos isolados Pseudomonas sp. e Janthinobacterium sp.
facilitou sinergicamente o crescimento do Bd. O perfil cromatografico mostrou a auséncia de
trés compostos de Janthinobacterium sp. no co-cultivo e que estavam presentes em mono-
cultivo (LOUDON et al., 2014). Esses fatos reforcam ainda mais a importancia de estudos que
levem em consideracdo diversas variaveis do mucossoma e do ambiente, como a interacédo entre
simbiontes, probi6ticos (e entre eles), AMPs, respostas imunoldgicas, dindmica da doenca, solo
e 4gua.

A alta complexidade da relacdo hospedeiro-parasita no caso da quitridiomicose tem
sido desvendada desde 1998, o que permitiu a identificacdo de moléculas contra o Bd e de
possiveis estratégias para mitigar a quitridiomicose dos anfibios. Entretanto, 23 anos depois da
descoberta da doenca, o papel dos ninhos de espuma de anuros ainda permanece desconhecido.
Obijetiva-se, portanto, compreender essa funcdo a fim de se estabelecer possiveis estratégias

para conter a quitridiomicose.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar o efeito das macromoléculas e da microbiota dos ninhos de espuma de
Leptodactylus vastus, L. macrosternum, L. podicipinus, Physalaemus cuvieri, P. albifrons e
Adenomera hylaedactyla sobre o crescimento do fungo panzodtico Batrachochytrium
dendrobatidis. Além disso, objetiva-se indicar uma estirpe bacteriana capaz de inibir o fungo e

de atuar como um inoculante para a contencdo da quitridiomicose.

3.2 Objetivos especificos

e Acessar o perfil proteico dos ninhos de espuma de Leptodactylus vastus, L.
macrosternum, L. podicipinus, Physalaemus cuvieri, P. albifrons e Adenomera
hylaedactyla;

o Verificar a presenga de moléculas surfactantes nos ninhos de espuma de L.
macrosternum, L. podicipinus, Physalaemus cuvieri, P. albifrons e Adenomera
hylaedactyla;

e Auvaliar o potencial antifungico dos ninhos de espuma estéreis das espécies de L.
vastus, L. macrosternum, L. podicipinus, P. cuvieri, P. albifrons e Adenomera
hylaedactyla;

¢ Identificar o potencial anti-Bd da microbiota associada aos ninhos de espuma de
P. cuvieri e A. hylaedactyla;

e Apontar um inoculante capaz de reduzir o crescimento do Bd no ninho de L.

vastus.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta de material biolégico

Os ninhos de espuma dos anuros Leptodactylus vastus, L. macrosternum, L.
podicipinus, Physalaemus cuvieri, P. albifrons e Adenomera hylaedactyla foram coletados de
janeiro a abril entre 2016 e 2019 nos estados do Amazonas e do Ceara (Tabela 4). Os ninhos
foram depositados em tubos Falcons de 50 mL ou em sacos plasticos, retirando-se galhos, folhas
e outras particulas maiores. As luvas utilizadas na manipulac&o das amostras foram previamente
higienizadas com &lcool 70% a cada ninho coletado. As amostras foram transportadas ao
laboratério em temperatura ambiente e, em seguida, congeladas a -20 °C para ensaios
posteriores. As coletas foram realizadas de acordo com a legislacdo brasileira sob autorizacéo
do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (SISBio #58036-2) e do
Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genetico (SisGen #ADO025FF).

Tabela 4 - Localizacdo das coletas de ninhos de espuma utilizados neste estudo com as
respectivas espécies produtoras

Ninho de espuma (espécie) Local de coleta (Cidade, Estado)
Leptodactylus vastus Fortaleza/Pacatuba, Ceara
Leptodactylus macrosternum Fortaleza, Ceara

Physalaemus cuvieri Pacatuba, Ceara

Physalaemus albifrons Aquiraz, Ceard

Leptodactylus podicipinus Manaus, Amazonas

Adenomera hylaedactyla Séo Goncalo do Amarante, Ceara

Fonte: elaborado pelo autor.

4.2 Processamento e caracterizacao bioquimica das amostras de ninhos de espuma

Os ninhos de espuma foram descongelados a 4 °C e ficaram sob essas condicdes até
voltarem ao estado liquido. Eles foram esterilizados em filtros de seringa de 0,45 pm (PES -
KASVI). O teor de proteina total foi determinado de acordo com Bradford (1976), utilizando
albumina sérica bovina como padrdo. A concentracdo de carboidratos foi determinada pelo
método &cido sulfarico-UV (ALBALASMEH; BERHE; GHEZZEHEI, 2013), sendo a glicose

0 padréo.
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O perfil proteico dos ninhos de espuma foi revelado por SDS-PAGE-Tricina com o
gel separador de 16,5% T, 3% C acrilamida/bis-acrilamida (SCHAGGER; VON JAGOW,
1987). Foram aplicados 40 pg de proteina total dos ninhos de Leptodactylus vastus, L.
macrosternum e Physalaemus albifrons; 10 ug do ninho de P. cuvieri; e 5 pug do ninho de
Adenomera hylaedactyla. O marcador molecular apresenta proteinas de 10 a 225 kDa (Broad
Range Protein Marker, Promega). Apds a corrida, o gel foi fixado em uma solugdo aquosa
contendo 50% de etanol e 10% de acido acético por uma hora e, posteriormente, foi lavado duas
vezes por 10 minutos com agua destilada. A revelacdo do gel se deu pelo método Colloidal
Coomassie Brilliant Blue G-250 (NEUHOFF et al., 1988). Para retirar o excesso de corante, foi
utilizado uma solucéo aquosa de acido acético 1%

Para verificar a presenca de moléculas surfactantes nos ninhos de espuma, foi
utilizada a atividade emulsificante descrita por Igbal, Khalid e Malik (1995). Misturou-se 1 mL
do ninho com 1 mL de querosene em um tubo de ensaio. A mistura foi homogeneizada por
meio de um vortex durante dois minutos. Os tubos de ensaio ficaram em repouso por 24 horas
em temperatura ambiente. Ao término desse periodo, foi calculado o indice E24, que é a razdo
entre altura da camada emulsificada e a altura da camada total, dado em porcentagem. O ensaio
foi realizado em triplicata, tendo a agua destilada como controle negativo. Esquema
demonstrado na Figura 13.

Figura 13 - Esquema do ensaio da atividade emulsificante

1 mL de
querosene

Camada
altura emulsificada

total

1 mL do ninho

altura da camada emulsificada
E24 =

altura total

Fonte: elaborado pelo autor.

4.3 Cultivaveis bacterianos dos ninhos de espuma

As estirpes de bactérias dos ninhos de espumas de anuros utilizadas neste estudo
fazem parte da bacterioteca do Laboratério de Recursos Genéticos (LaRGen) da Universidade
Federal do Ceara. Essas bactérias foram obtidas de ninhos coletados em marco de 2018 no

municipio de Sdo Gongalo do Amarante e em janeiro de 2019 no municipio de Pacatuba, ambos
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no estado do Ceard. O isolamento e a identificagdo pelo sequenciamento do gene do rRNA 16S
foram realizados por Castro (2019) e Martins (2020). As 45 estirpes testadas contra o fungo Bd
foram isoladas dos ninhos de P. cuvieri (33 estirpes) e dos ninhos de A. hylaedactyla (12

estirpes). A Tabela 5 sumariza as caracteristicas taxonémicas dessas estirpes.

Tabela 5 - Estirpes de bactérias isoladas de ninhos de espuma de anuros que foram testadas

contra o fungo Batrachochytrium dendrobatidis neste estudo

Ninho de espuma

(espécie) Estirpe Género Filo

Physalaemus cuvieri P1 Rheinheimera Proteobacteria
P10 Rheinheimera Proteobacteria
P2 Serratia Proteobacteria
P5 Vogesella Proteobacteria
P40 Vogesella Proteobacteria
P6 Aeromonas Proteobacteria
P12 Shewanella Proteobacteria
P14 Comamonas Proteobacteria
P76 Comamonas Proteobacteria
P23 Pseudomonas Proteobacteria
P24 Pseudomonas Proteobacteria
P25 Pseudomonas Proteobacteria
P31 Pseudomonas Proteobacteria
P32 Pseudomonas Proteobacteria
P35 Pseudomonas Proteobacteria
P36 Pseudomonas Proteobacteria
P42 Pseudomonas Proteobacteria
P46 Pseudomonas Proteobacteria
P49 Pseudomonas Proteobacteria
P54 Pseudomonas Proteobacteria
P63 Pseudomonas Proteobacteria
P48 Enterobacter Proteobacteria
P75 Acinetobacter Proteobacteria
P77 N/D Proteobacteria
P3 Chryseobacterium Bacteroidetes
P18 Chryseobacterium Bacteroidetes



P20
P27
P37
P4
P57
P8
P13
Adenomera hylaedactyla Bl
B9
B10
B11
B12
Cl
C2
C3
A2
A7
Al
B2

Empedobacter
Flavobacterium
Sphingobacterium
Bacillus

Bacillus

Kurthia

N/D

Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter
Stenotrophomonas
Serratia
Chryseobacterium
Lysinibacillus

Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
N/D
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes
Firmicutes
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Fonte: elaborado pelo autor com base nas identificagdes realizadas por Castro (2019) e Martins (2020). N/D: ndo

identificado.

4.4 Co-cultivo entre as estirpes bacterianas e o fungo Batrachochytrium dendrobatidis

O isolado CLFT131 da linhagem panzootica global (GPL) do Bd foi adquirido a

partir do Laboratorio de Quitridiomicose da Unicamp e foi utilizado em todos os experimentos

envolvendo esse fungo.

As estirpes bacterianas apresentadas na Tabela 5 foram inoculadas em caldo T1%

(1g de triptona em 100 mL de &gua) e incubadas overnight a 35 °C sob agitacdo de 150 rpm.

Apbs o crescimento, a densidade Optica das culturas foi ajustada para uma unidade de

absorbancia a 600 nm. Uma aliquota de 2 mL de uma cultura foi misturada com 2 mL de uma

suspensdo de 2x10° zoosporos/mL do Bd em caldo T1%. Os co-cultivos foram, entdo,

incubados a 21 °C por 72 h sob agitacdo de 150 rpm. Decorrido o tempo, as co-culturas foram

centrifugadas a 7.500 g por 20 minutos, e os sobrenadantes foram filtrados em filtros de seringa



39

de 0,22 um (PVDF - GE Whatman). Aliquotas dos sobrenadantes livres de células (SLC) foram
congeladas a -20 °C até a analise contra o fungo Bd.

4.5 Analise da acdo dos ninhos de espuma de anuros e dos sobrenadantes dos co-cultivos

sobre o crescimento do fungo Batrachochytrium dendrobatidis

Os ensaios para avaliar o efeito dos ninhos liquefeitos e dos metabdlitos presentes
no sobrenadante das co-culturas sobre o crescimento do Bd foram realizados de acordo com
Bell et al. (2013), Bletz et al. (2017) e Rebollar et al. (2019).

O Bd foi repicado em &gar triptona 1% a partir de um estoque e incubado por trés
dias a 21 °C. Apos esse periodo, com o auxilio de uma alca estéril, algumas colénias foram
coletadas e inoculadas em 15 mL de caldo triptona 1% (para realizar 0 ensaio com 0
sobrenadante) ou em 15 mL de caldo triptona 2% (para realizar o ensaio com ninho de espuma
liquefeito). As culturas de Bd descansaram por 20 minutos para total liberacdo dos zoGsporos.
Uma aliquota de 500 pL da suspensdo de zodsporos foi misturada em vortex com 500 uL de
glicerol 100% para contagem de zodsporos em camara de Neubauer. Uma média da contagem
em 5 quadrantes de 0,04 mm? foi obtida. A suspensdo de zodsporos foi diluida para
aproximadamente 2x10° zodsporos/mL.

Para o ensaio com o sobrenadante das co-culturas, como mostra Tabela 6, 50 uL da
suspensdo de zodsporos em T1% foram adicionados a 50 puLL do sobrenadante do co-cultivo em
uma placa de 96 pocos de fundo chato (KASVI), utilizando trés pogos para o sobrenadante
oriundo de cada cocultivo. Com relagéo aos controles: 50 uL de T1% foram adicionados a 50
uL da suspensdo de zoosporos (controle positivo); 50 uL de &gua destilada estéril foram
misturados a 50 puL da suspensédo de zodsporos (controle pobre em nutrientes); 50 uL de T1%
foram acrescentados a 50 uL da suspensdo de zoGsporos mortos por aquecimento por 1h a 80
°C (controle negativo); e 100 uL de T1% (controle do meio). Os controles foram realizados em
quintuplicata. O uso do controle pobre em nutrientes tem por objetivo simular o consumo da

T1% durante o co-cultivo.
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Tabela 6 - Estruturacéo do ensaio para avaliar o efeito do sobrenadante dos co-cultivos sobre o
crescimento do fungo Batrachochytrium dendrobatidis

Sobrenadante Suspenséao de Agua destilada

.~ [0)
CIeEe do co-cultivo Z00Sporos esteril REe
Sobrenadante + Bd 50 uL 50 uL - -
Controle Sobrenada_nte Susgensao de Agua dgsylada T1%
do co-cultivo Z00Sporos esteril

Controle positivo — 50 uL - 50 uL
Controle pobre em
nutrientes a S0 ub S0 uL a

. 50 uL
Controle negativo — (mortos por calor) — 50 uL
Meio — — — 100 pL

Fonte: elaborado pelo autor. A suspensdo de zo6sporos foi realizada em agua triptonada 1% (T1%).

Para quantificar o indice de inibicdo do sobrenadante dos co-cultivos com relagédo
ao crescimento do Bd, Rebollar et al. (2019) propuseram usar a inclinacdo de uma curva de
regressao das leituras de absorbancia ao longo do tempo. Nesse sentido, divide-se a inclinacdo
das médias das absorbancias de cada sobrenadante pela inclinagcdo das médias das absorbancias
do controle pobre em nutrientes. O resultado se refere a propor¢do de crescimento, que é
subtraido de 1 para se obter o indice de inibicdo. Esse valor pode indicar: facilitacdo (indice <
-0,25), sem efeito (-0,25 < indice < 0,25) e inibi¢do (indice > 0,25) do crescimento do fungo.

No ensaio com o fluido dos ninhos de espuma em uma placa de 96 pogos de fundo
chato (Tabela 7), 50 uL da suspensdo de zodsporos em T2% foram adicionados a 50 uL de
ninho bruto e das dilui¢Bes 1:2, 1:4 e 1:8, utilizando trés pocos para cada dilui¢do de cada ninho.
Com relacdo aos controles realizados em quintuplicata: 50 pL de &gua destilada estéril foram
adicionados a 50 pL da suspensdo de zodsporos (controle positivo); 50 uL de agua destilada
estéril foram acrescentados a 50 pLL da suspensdo de zodsporos mortos por aquecimento por 1h
a 80 °C (controle negativo); e 50 uL de &gua destilada estéril foram misturados a 50 puL de T2%.

As diluicdes finais dos ninhos foram de 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16 em triptona 1%.
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Tabela 7 - Estruturacdo do ensaio para avaliar o efeito do fluido dos ninhos de espuma sobre o
crescimento do fungo Batrachochytrium dendrobatidis

Fluido dos ninhos Suspenséo de Agua destilada

Condicdes p .. T2%
de espuma Z00Sporos esteril
Fluido dos ninhos
de espuma + Bd S0 ul S0 ul B i
Controle Fluido dos ninhos Suspensao de Agua dgsylada T2%
de espuma Z00Sporos esteril
Controle positivo - 50 uL 50 uL -
. 50 puLL
Controle negativo - (mortos por calor) 50 uL -
Meio - - 50 uL 50 uL

Fonte: elaborado pelo autor. A suspensdo de zodsporos foi feita em adgua triptonada 2% (T2%).

Uma segunda placa com o fluido dos ninhos foi preparada nas mesmas condigdes
da primeira, exceto pela substituicdo da suspensdo de zoosporos por apenas 50 puL de T2%. Os
controles permaneceram os mesmos. Essa escolha é justificada pelo fato de alguns fluidos das
bioespumas mudarem de cor ao longo do tempo. Para a correcdo, a média das absorbancias do
controle T1% de cada dia de leitura foi descontada dos valores de absorbancia dos ninhos do
respectivo dia. O resultado foi descontado dos valores correspondentes do ensaio na primeira
placa.

As placas foram vedadas com filme respiravel e incubadas a 21 °C durante 10 dias.
As leituras de absorbancia em 492 nm foram realizadas nos dias 0, 3, 7 e 10 em um
espectrofotdmetro de microplaca Epoch (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). Para cada
leitura, o filme selador respiravel foi substituido por uma tampa transparente de microplaca e,

apos a leitura, outro filme respiravel foi utilizado.

4.6 Avaliacéo da estirpe Pseudomonas sp. P54 para o controle do Bd no ninho de espuma

de Leptodactylus vastus

A capacidade da estirpe P54 em inibir o Bd foi testada no fluido do ninho de espuma
de L. vastus com a microbiota residente. Ap6s mensuracdo do pH do ninho, o meio do ensaio
foi ajustado para 6,0 com &cido fosforico 7,3 M a fim de manter o pH do ninho utilizado no
ensaio.

Para o preparo da suspensao de zoosporos, o Bd foi repicado em agar T1% e

incubado por trés dias a 21 °C. Com o auxilio de uma alca esteéril, algumas col6nias foram
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coletadas e inoculadas em 15 mL de caldo T2%, e o ndmero de células foi mensurado em
camara de Neubauer. O nimero de zodsporos foi ajustado para 3x10° zodsporos/mL.

A bactéria P54 foi incubada overnight em T1% a 35 °C sob agitacdo de 150 rpm.
Em seguida, as células foram centrifugadas a 8000 g por 10 minutos e lavadas duas vezes com
salina 0,15 M sob centrifugacdo. A cultura foi ressuspendida em T2% e a densidade Otica
ajustada para 1,5 em 600 nm.

Em uma placa de 96 pocos de fundo chato (KASVI), foram testadas duas condigdes
e o0s controles, como mostra a Tabela 8. Na primeira condicdo, 20 uL da cultura P54 ¢ 30 puL
da suspensdo de zoosporos foram adicionados a 50 uL do fluido do ninho de L. vastus. Na
segunda, foram misturados 20 uL de T2% mais 30 uL da suspensao de zoGsporos e, em seguida,
foram adicionados 50 uL do fluido do ninho. Com relagdo aos controles: 20 uL de T2% e 30
uL da suspensédo de zoosporos foram misturados com 50 pL de agua destilada estéril; 20 uL da
P54 e 30 uL de T2% foram adicionados a 50 uL. de agua destilada estéril; e 50 pulL de T2%
foram acrescentados a 50 pL de agua destilada estéril.

Tabela 8 - Condicdes experimentais e controles para avaliar a acdo da estirpe Pseudomonas sp.
P54 sobre o crescimento do fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) no ninho de espuma
liquefeito (N) de Leptodactylus vastus

Suspenséao Ninho Agua destilada

ico 0
Comeligess P de zodsporos L. vastus estéril rzve
N+Bd+P54 20 uL 30 uL 50 uL - -
N+Bd ~ 30 uL 50 uL - 20 uL
Controle P54 Suspensao Ninho Agua d(,esfulada T2%

de zo6sporos L. vastus esteril
Controle
positivo — Bd 30 uL - 50 uL 20 L
Controle
positivo— P54 2O ML - - 50 uL 30 uL
Meio - - 50 uL 50 uL

Fonte: elaborado pelo autor. As culturas do fungo Bd e da bactéria P54 estavam em agua triptonada 2%.

A placa foi vedada com filme selador respiravel e incubada a 21 °C durante 10 dias.
As leituras de absorbancia em 492 nm foram realizadas nos dias 0, 3, 7 e 10 em um
espectrofotdmetro de placa Epoch (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). Antes de cada
leitura, o filme selador era trocado por uma tampa transparente de microplaca e, posteriormente,

foi utilizado outro filme respiravel.
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4.7 Andlises estatisticas

Os gréaficos foram realizados no RStudio versdo 1.3.1056 (RSTUDIO TEAM,
2020) com verséo 4.0.2 do R (R CORE TEAM, 2020) por meio do pacote ggplot2 versao 3.3.2
(WICKHAM, 2016). As analises estatisticas dos ensaios de inibi¢do dos sobrenadantes dos co-
cultivos foram realizadas no GraphPad Prism versdo 8.0.1 (GraphPad Software, California,
Estados Unidos) pelo método one-way ANOVA com pds-teste de Dunnett. O intervalo de
confianca foi de 95% e p <0,05. Para avaliar as diferencas observadas na simulacdo de
bioaumentacdo no ninho de Leptodactylus vastus, foi utilizado o teste t com correcdo de Welch
com o intervalo de confianca de 95% e p <0,05.



44

5 RESULTADOS

5.1 Composicao bioquimica de ninhos de espuma de anuros

A concentracdo de proteinas dos ninhos de espuma de Leptodactylus vastus, L.
macrosternum, L. podicipinus, Physalaemus cuvieri, P. albifrons e Adenomera hylaedactyla
variou de 0,25 a 2,10 mg/mL. Os ninhos de L. vastus e P. albifrons apresentaram os maiores
teores e o0s ninhos de L. macrosternum e L. podicipinus os menores (Tabela 9). No que diz
respeito a determinacdo da concentracdo de carboidratos das referidas espécies, os valores
variaram entre 0,20 e 1,40 mg/mL. O ninho de L. vastus apresentou 0 menor valor quando
comparado aos demais, com concentracdo de 0,23 mg/mL. N&o foi possivel determinar a
concentracdo de carboidratos para os ninhos de L. podicipinus e A. hylaedactyla devido a

quantidade insuficiente das amostras.

Tabela 9 - Concentracdo de proteinas e de carboidratos totais dos ninhos de espuma

Concentracao de
carboidratos totais

Concentracédo de proteinas

Ninho de espuma (espécie) totais (mg/mL)

(mg/mL)
Leptodactylus vastus 1,43 + 0,37 0,23+£0,01
L. macrosternum 0,68 +0,31 1,37 £ 0,07
L. podicipinus 0,25+ 0,08 N/D
Physalaemus cuvieri 1,33+ 0,68 1,16 + 0,06
P. albifrons 2,071,224 1,30 £ 0,07
Adenomera hylaedactyla 0,75+ 0,15 N/D

Fonte: elaborado pelo autor. N/D: ndo determinado.

Como revelado por SDS-PAGE-Tricina (Figura 14), os ninhos de espuma
apresentam perfis proteicos distintos. Com relagdo ao ninho de L. vastus, as bandas mais
intensas variam de 10 a 150 kDa (setas verdes) com dois destaques: um conjunto de seis bandas
acima de 35 kDa e a Lv-RSN-1 (circulo verde), uma proteina surfactante de 23,5 kDa (HISSA
etal., 2008, 2014, 2016) e a Unica proteina conhecida dentre os ninhos deste trabalho. As bandas
mais intensas do ninho de L. macrosternum (setas azuis) variam entre menos de 10 até mais de

150 kDa com trés bandas caracteristicas: uma com aproximadamente 25 kDa, uma entre 10 e
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15 kDa e outra com menos de 10 kDa. No ninho de P. albifrons, ha cinco bandas evidentes
(setas amarelas): duas por volta de 35 kDa, mais duas entre 25 e 10 kDa e uma entre 10 e 15
kDa. O ninho de P. cuvieri apresenta bandas mais evidentes entre 10 e 75 kDa (setas roxas),
com destaque para uma entre 10 e 15 kDa e uma logo acima de 25 kDa. Com relacéo ao ninho
de A. hylaedactyla, as bandas mais evidentes (setas vermelhas) variam entre 15 e 225 kDa com
trés bandas caracteristicas: uma em torno de 25 kDa e duas entre 15 e 25 kDa. J& o ninho de L.
podicipinus possui bandas evidentes por volta de 10 kDa até 100 kDa (setas pretas), ressaltando

uma em torno de 25 kDa e outra com menos de 10 kDa.

Figura 14 - Perfil proteico dos ninhos de espuma de Leptodactylus vastus, L. macrosternum, L.
podicipinus, Physalaemus cuvieri, P. albifrons e Adenomera hylaedactyla elucidado por
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢Ges desnaturantes
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Fonte: elaborado pelo autor. (A) Marcador molecular (MM) e ninhos de espuma de L. vastus (Lv), L.
macrosternum (Lm) e P. albifrons (Pa). Foram aplicados 40 pg de proteina em cada pogo. (B) Marcador molecular
(MM) e ninhos de espuma de P. cuvieri (Pc) com 10 pg de proteina e A. hylaedactyla (Ah) com 5 pg de proteina.
(C) Marcador molecular (MM) e ninho de espuma de L. podicipinus com teor de proteina indeterminado (Lp). As
setas coloridas indicam as bandas mais espessas ou mais intensas, sendo uma cor para cada ninho. O circulo verde
indica a Lv-RSN-1, uma proteina surfactante de 23,5 kDa e a Unica proteina conhecida deste trabalho.

O ensaio de emulsificagdo utilizando querosene como fase apolar mostrou a
presenca de molécula(s) surfactante(s) nos ninhos de L. macrosternum, P. cuvieri, P. albifrons
e A. hylaedactyla (Figura 15). Todos os indices de emulsdo foram acima de 55%, considerados
bons (WILLUMSEN; KARLSON, 1997), e as emulsdes permaneceram estaveis por mais de

uma semana, quando o ensaio foi desfeito.
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Figura 15 - Ensaio de emulsificagédo dos ninhos de espuma de Leptodactylus vastus (Lv), L.
macrosternum (Lm), Physalaemus cuvieri (Pc), P. albifrons (Pa) e Adenomera hylaedactyla
(Ah

S ;
i 9 7 v
Fonte: elaborado pelo autor. C: controle, &gua com querosene. A atividade surfactante do ninho de espuma de

Leptodactylus vastus é devido, principalmente, a presenca da proteina surfactante Lv-RSN-1 (HISSA et al., 2008,
2014).

5.2 Atividade de ninhos de espuma de anuros sobre crescimento do fungo

Batrachochytrium dendrobatidis

A pesquisa da atividade anti-Bd dos ninhos de espuma foi realizada utilizando o
ninho liquefeito, esterilizado por filtracdo e diluido em agua triptonada 1%, nas diluices finais
de 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16. A viabilidade do Bd no ensaio foi confirmada pelo crescimento apenas
em agua triptonada 1% e pela inativa¢do do fungo apds tratamento térmico (80 °C por 1 hora).

Como ilustra a Figura 16, os ninhos ndo apresentaram atividade inibitdria sobre o
crescimento do Bd. Em todos os casos, durante a fase exponencial, as curvas mostram que todas
as diluigdes dos ninhos estimulam significativamente o crescimento do fungo quando sdo
comparadas com a cultura controle em agua triptonada 1%. Ap0s esse periodo, que ocorre até
o terceiro dia de ensaio, ha uma estabilizacdo ou declinio da densidade ética, o que indica que
a cultura do Bd chegou na fase estacionaria ou na fase de morte. Além disso, observa-se um
padrao de que quanto maior for o fator de diluicdo dos ninhos, menor €é o crescimento do Bd.
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Figura 16 — Efeito de cada diluicdo dos ninhos de espuma de (a) Leptodactylus vastus, (b) L.
macrosternum, (c) Physalaemus. cuvieri, (d) P. albifrons, (e) L. podicipinus e (f) Adenomera
hylaedactyla sobre o crescimento do fungo Batrachochytrium dendrobatidis
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Fonte: elaborado pelo autor. Os tons amarelos representam o crescimento do Bd nas diluicGes dos ninhos de
espuma em agua triptonada 1%. No controle positivo, o fungo cresce em agua triptonada 1%, condicéo ideal de
crescimento do Bd. O controle negativo inviabiliza o Bd por aguecimento a 80 °C por uma hora.
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5.3 Efeito de estirpes de bactérias isoladas de ninhos de espuma de Physalaemus cuvieri e
Adenomera hylaedactyla sobre o crescimento do fungo Batrachochytrium dendrobatidis

Nesse ensaio, foram avaliados 45 sobrenadantes de co-cultivo entre o Bd e estirpes
de bactérias isoladas dos ninhos de espuma. Ao todo foram testadas 33 estirpes isoladas do
ninho de P. cuvieri e 12 de A. hylaedactyla. A Figura 17 ilustra a inibig&o, a facilitacdo e a
auséncia de efeito provocados por bactérias dos ninhos sobre o crescimento do Bd. Na Figura
17A, ao se analisar a curva de crescimento do fungo na presenca do sobrenadante do co-cutlivo,
percebe-se uma inibicdo significativa na fase exponencial e que se prolonga na fase
estacionaria. Por outro lado, na Figura 17B, o sobrenadante estimula o crescimento do fungo
durante todo o experimento, inclusive com uma densidade Gtica maior do que o controle
positivo, que é a condicdo ideal de crescimento do Bd. Por ultimo, na Figura 17C, o
sobrenadante ndo apresenta efeito consistente sobre o crescimento do fungo em relacdo ao

controle pobre em nutrientes.

Figura 17 — Curvas de crescimento que demonstram (A) inibicao, (B) facilitacdo e (C) auséncia
de efeito dos sobrenadantes de co-cultivos entre o Batrachochytrium dendrobatidis e estirpes
bacterianas sobre o crescimento do fungo

(A) P54 (Pseudomonas) (B) P12 (Shewanella) (C) P35 (Pseudomonas)
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(agua triptonada 0,5%) (morto por calor)

Fonte: elaborado pelo autor. Apds o co-cultivo entre o Bd e a estirpe bacteriana isolada do ninho, o sobrenadante
foi filtrado e testado contra o Bd (vermelho). No controle positivo (azul), o Bd cresceu em &gua triptonada 1%,
que € a condicéo ideal para o fungo. No controle pobre em nutrientes (amarelo), o fungo cresceu em agua triptonada
0,5%, o que simula a triptona que foi consumida durante o co-cultivo no sobrenadante. No controle negativo
(verde), o fungo foi inviabilizado por aquecimento a 80 °C por uma hora.

Para quantificar a inibicdo do sobrenadante do co-cultivo sobre o crescimento do
Bd, utilizou-se o indice de inibi¢cdo proposto por Rebollar et al. (2019), onde: indice > 0,25

(inibicdo do crescimento), -0,25 < indice < 0,25 (sem efeito no crescimento) e indice < -0,25
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(facilitacdo do crescimento). Como resultado, oito estirpes (18%) inibiram o crescimento do
fungo, 16 (36%) ndo tiveram efeito sobre o crescimento e 21 (46%) facilitaram o crescimento
do Bd, como mostra a Tabela 10.

Dentre as oito estirpes com atividade anti-Bd, cinco foram identificadas como
Pseudomonas, duas como Enterobacter e a estirpe P13, cuja identificagdo néo foi conclusiva.
O indice mais alto pertence a Enterobacter P48 (0,67) que € seguida pela Pseudomonas P54
(0,62) e pela Enterobacter B1 (0,61). Além disso, sete dessas estirpes foram isoladas dos ninhos
de P. cuvieri e apenas uma de A. hylaedactyla. Por outro lado, ha uma maior diversidade de
géneros que facilitam o crescimento do Bd, totalizando nove no ninho de P. cuvieri, como
exemplo: Rheinheimera, Bacillus, Vogesella e Pseudomonas. Ja no ninho de A. hylaedactyla,
ha cinco géneros facilitadores, com destaque para Enterobacter com trés representantes. Com
relacdo as estirpes que ndo afetam o crescimento do fungo, as Pseudomonas sdo predominantes
no ninho de P. cuvieri, com cinco representantes, e as Enterobacter compdem integralmente

essa categoria no ninho de A. hylaedactyla.

Tabela 10 — Efeito do sobrenadante do co-cultivo entre o Batrachochytrium dendrobatidis e as
estirpes de bactérias dos ninhos de espuma sobre o crescimento do fungo

Ninho de espuma Estirpe Género (Iln;b(;g; 50)
Physalaemus cuvieri P13 N/D 0,42
P32 Pseudomonas sp. 0,53
P42 Pseudomonas sp. 0,34
P48 Enterobacter sp. 0,67
P49 Pseudomonas sp. 0,45
P54 Pseudomonas sp. 0,62
P63 Pseudomonas sp. 0,32
Adenomera hylaedactyla Bl Enterobacter sp. 0,61
Ninho de espuma Estirpe Género (-0 iznl ?E'BO%)
Physalaemus cuvieri P2 Serratia sp. 0,05
P3 Chryseobacterium sp. -0,21
P6 Aeromonas sp. 0,24
P8 Kurthia sp. 0,04
P14 Comamonas sp. -0,08
P18 Chryseobacterium sp. 0,09

P23 Pseudomonas sp. 0,20
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P31 Pseudomonas sp. -0,17
P35 Pseudomonas sp. 0,00
P36 Pseudomonas sp. -0,07
P46 Pseudomonas sp. 0,06
P76 Comamonas sp. 0,14
Adenomera hylaedactyla B9 Enterobacter sp. -0,17
B11 Enterobacter sp. 0,13
C1 Enterobacter sp. 0,06
C3 Enterobacter sp. 0,09
Ninho de espuma Estirpe Género i?g“éagg)o
Physalaemus cuvieri P1 Rheinheimera sp. -0,84
P4 Bacillus sp. -0,55
P5 Vogesella sp. -0,33
P10 Rheinheimera sp. -0,43
P12 Shewanella sp. -1,21
P20 Empedobacter sp. -0,62
P24 Pseudomonas sp. -0,28
P25 Pseudomonas sp. -0,49
P27 Flavobacterium sp. -1,05
P37 Sphingobacterium sp. -0,98
P40 Vogesella sp. -0,59
P57 Bacillus sp. -1,04
P75 Acinetobacter sp. -0,36
P77 N/D -0,50
Adenomera hylaedactyla Al Chryseobacterium sp. -0,80
A2 Stenotrophomonas sp. -1,04
A7 Serratia sp. -0,58
B2 Lysinibacillus sp. -0,63
B10 Enterobacter sp. -0,56
B12 Enterobacter sp. -0,39
C2 Enterobacter sp. -0,26

Fonte: elaborado pelo autor. ND: néo identificado.

Além do indice, uma segunda forma de assegurar estirpes com boa atividade

inibitdria é realizar uma analise de variancia no ultimo dia de ensaio, comparando o crescimento
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do Bd na presenca do sobrenadante do co-cultivo com o controle pobre em nutrientes. Dessa
forma, o crescimento do fungo foi significativamente menor (p < 0,05) na presenga do
sobrenadante das estirpes P13, P32, P48, P49, P54 e B1 do que no controle pobre em nutrientes
no dltimo dia de ensaio (Figura 18 e Figura 19). No segundo lote de estirpes testadas (Figura
19), houve uma rapida dessecacdo da placa apds o sétimo dia de experimento, o que levou ao

descarte dos valores do décimo (Gltimo) dia de ensaio.

Figura 18 — Efeito do sobrenadante do co-cultivo sobre o crescimento do fungo
Batrachochytrium dendrobatidis no décimo dia de ensaio (lote I)
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Fonte: elaborado pelo autor. Controle positivo (CP): suspensdo de zoo6sporos em caldo triptona 1%, que é a
condigdo ideal de crescimento do Bd. Controle pobre em nutrientes (CPN): suspensdo de zoGsporos em agua
triptonada 0,5%, o que simula a triptona que foi consumida durante o co-cultivo. Controle negativo (CN): os
zoosporos foram inviabilizados por aquecimento a 80 °C por uma hora. As cores indicam as classificacdes de
acordo com o indice: inibicdo (vermelho), facilitacdo (azul) e sem efeito (verde). Os asteriscos indicam diferenga
significativa com relagdo ao controle pobre em nutrientes (CPN). As anélises de variéncia apresentaram p < 0,05.

Figura 19 — Efeito do sobrenadante do co-cultivo sobre o crescimento do fungo

Batrachochytrium dendrobatidis no sétimo dia de ensaio (lote I1)
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Sobrenadantes
Fonte: elaborado pelo autor. Controle positivo (CP): suspensdo de zodsporos em caldo triptona 1%, que é a
condicdo ideal de crescimento do Bd. Controle pobre em nutrientes (CPN): suspensdo de zoGsporos em &gua
triptonada 0,5%, o0 que simula a triptona que foi consumida durante o co-cultivo. Controle negativo (CN): os
zoosporos foram inviabilizados por aquecimento a 80 °C por uma hora. As cores indicam as classificacBes de
acordo com o indice: inibicdo (vermelho), facilitacdo (azul) e sem efeito (verde). Os asteriscos indicam diferenga
significativa com relagdo ao controle pobre em nutrientes (CPN). As analises de variancia apresentaram p < 0,05.
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Ao realizar uma analise de variancia (ANOVA one-way) entre as medias dos
indices de inibic&o por género, os pos-testes de Turkey (Fis.26 = 2,916, p < 0,05) indicaram que
as diferencas observadas ndo séo significativas, como € ilustrado na Figura 20. Esse resultado
indica que ndo ha um género especifico associado a inibicdo, a facilitacdo ou a auséncia de

efeito sobre o crescimento do Bd.

Figura 20 — Distribuigdo dos indices de inibi¢do por género dos isolados dos ninhos de espuma
de Physalaemus cuvieri e Adenomera hylaedactyla
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Fonte: elaborado pelo autor. Os isolados P13 e P77 estdo representados individualmente, pois a identificacdo

molecular do género nédo foi possivel. As linhas pontilhadas indicam as classifica¢des dos indices: indice > 0,25
(inibigdo do crescimento do Bd), -0,25 < indice < 0,25 (sem efeito) e indice < -0,25 (facilitagdo).

5.4 Avaliacdo da Pseudomonas sp. P54 como inoculante no ninho de Leptodactylus vastus

As estirpes P13, P32, P48, P49 e P54 sdo as mais promissoras como estratégia de
contencdo da quitridiomicose por apresentarem os mais altos indices de inibi¢do. Dentre elas,
a P54 obteve o maior indice do género Pseudomonas, grupo mais abundante nos ninhos de P.
cuvieri e L. vastus (CASTRO, 2019). Dessa forma, ela foi escolhida para atuar como um
inoculante do fluido do ninho de L. vastus.

Para avaliar o efeito da Pseudomonas P54 como um inoculante, foi utilizado o ninho

de espuma com a microbiota nativa presente. Ao fluido do ninho, foram adicionadas uma
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suspensdo de zodsporos do Bd e uma cultura da estirpe P54. Como resultado, a Figura 21 mostra
que a adicdo da P54 diminuiu significativamente (p < 0,05) a curva de crescimento da condigéo
ninho com Bd no terceiro dia (fase exponencial) e no sétimo dia de ensaio. Ja no décimo dia,

ndo ha diferenca estatistica entre as duas condigdes.

Figura 21 - Efeito da Pseudomonas P54 no fluido do ninho de Leptodactylus vastus com a
microbiota presente
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Fonte: elaborado pelo autor. N+Bd+P54: cultura da P54 e suspensdo de zodsporos adicionadas ao ninho de L.
vastus; N+Bd: agua triptonada 2% e suspensdo de zoodsporos adicionados ao ninho de L. vastus. Os asteriscos
indicam diferengas significativas entre as médias de absorbancia dentro de um mesmo dia.
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6 DISCUSSAO

Embora o Brasil apresente a maior diversidade de anfibios do mundo, a extenséo
da quitridiomicose, doenca causada pelo fungo aquatico queratinofilo Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd), é subestimada, devido ao fato da maioria dos estudos se concentrarem na
Floresta Atlantica (CARVALHO; BECKER; TOLEDO, 2017). Além disso, a ocorréncia do Bd
em ninhos de espumas de anuros so foi registrada recentemente no estado do Ceara (MENDES,
2021). Essa descoberta é preocupante, pois acredita-se que a contaminacdo e uma possivel
proliferacdo do Bd em ninhos de anuros represente um grande risco, pois além de contribuir
para 0 aumento da carga fungica no ambiente, pode colocar sob ameaca espécies produtoras e
ndo produtoras de bioespumas.

As bioespumas de anuros sdo formadas por uma mistura complexa de carboidratos
e proteinas (COOPER et al., 2017), cuja composi¢do é distinta para cada espécie estudada,
como confirmado no presente estudo. Os ninhos de espumas das seis espécies de anuros
avaliados apresentam diferentes composicdes de proteinas (Figura 14) e carboidratos. Dentre
as proteinas, a Unica ja caracterizada e com a estrutura tridimensional resolvida é a proteina
surfactante Lv-RSN-1, presente no ninho de L. vastus (HISSA et al., 2008, 2014). Além disso,
existem evidéncias da presenca de lectina (s) no ninho de Physalaemus albifrons (BEZERRA,
2017) e de outras proteinas surfactantes, como confirmado por ensaios de emulsificacdo de
misturas dgua-0leo (Figura 15).

Estudos reportaram a presenca de proteinas surfactantes, lectinas, imunoglobulinas,
proteinas antimicrobianas, inibidores de proteases e peptideos antimicrobianos (AMP) em
ninhos de espumas de ras (FLEMING et al., 2009; SHAHRUDIN et al., 2017; SHIGERI et al.,
2020; ZHANG et al., 2019), mas até 0 momento ndo ha relatos sobre os efeitos de componentes
dos ninhos de espuma frente ao Bd.

Dentre o arsenal proteico das bioespumas, as lectinas podem ser fundamentais em
restringir a proliferacdo de microrganismos, uma vez que elas se ligam a transportadores de
nutrientes e receptores de membrana de agentes invasores (FLEMING et al., 2009). Além das
lectinas, os inibidores de proteases podem desempenhar uma funcéo anti-Bd importante, visto
que algumas peptidases, como serino, metalo e aspartil-proteases sdo consideradas fatores de
viruléncia do Bd (JONESON et al., 2011; MCDONALD et al., 2020; ROSENBLUM et al.,
2012). Quanto as proteinas surfactantes dos ninhos, é improvavel que elas sejam capazes de
causar danos a membrana celular de microrganismos, pois assim poderiam causar danos aos
espermatozoides e 6vulos depositados nos ninhos (COOPER; KENNEDY, 2010; FLEMING et
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al., 2009). Além da proteina surfactante Lv-RSN-1 de L. vastus (HISSA et al., 2008, 2014),
existe apenas mais uma proteina surfactante caracterizada, Ep-RSN-2, isolada do ninho de
espuma da rd Engystomops pustulosus, encontrada na América Central e no norte da América
do Sul (FLEMING ET AL., 2009).

Os peptideos antimicrobianos sdo um dos principais mecanismos de defesa dos
anfibios (XU; LA, 2015), mas apenas um desses compostos foi detectado em ninhos de espuma
até o momento (SHAHRUDIN et al., 2017). Esse AMP pertence a familia brevinina-2, cuja
atividade anti-Bd foi demonstrada in vitro (ROLLINS-SMITH et al., 2002). Dessa forma, 0s
ninhos de espumas possuam um arsenal bioquimico com potencial de conter o Bd e/ou outros
patdgenos.

Os resultados do presente estudo revelaram pela primeira vez que o Bd consegue se
desenvolver de forma livre no ninho de espuma liquefeito, esterilizado por filtracdo, indicando
que as biomoléculas presentes no ninho ndo sdo tdéxicas contra o Bd. Esse resultado foi
confirmado verificando-se que a diluigdo da bioespuma reduzia a proliferacdo do fungo,
indicando que o Bd utiliza os componentes da bioespuma como nutrientes (Figura 16). Nesse
sentido, é proposto que os carboidratos podem ser essa fonte nutritiva por duas razées: (1) o
ninho de L. vastus que possui a menor concentracao de carboidratos foi o que menos favoreceu
o crescimento do Bd e (2) embora a composicao glicidica dos ninhos néo seja conhecida, ja foi
demonstrado que o Bd possui quimiotaxia para agUcares livres que compdem 0 muco de
Xenopus laevis (VAN ROOLJ et al., 2015).

Hissa et al. (2008) haviam reportado a auséncia de atividade antifingica e
antibacteriana do ninho de L. vastus contra varias espécies de bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos. De fato, foi demonstrado que os ninhos de L. vastus, P. cuvieri e A.
hylaedactyla abrigam uma diversa microbiota, da ordem de 10° - 107 unidades formadoras de
col6nias por mililitro (CASTRO, 2019; HISSA et al., 2008; MARTINS, 2020).

O ninho de espuma é um ecossistema efémero, com duragdo compativel com o
desenvolvimento do girino. Além das biomoléculas, o ninho de espuma abriga uma microbiota
oriunda do ambiente e dos parentais e essa microbiota deve ser a fonte de microrganismos
colonizadores dos neonatos (CAMPOS-CERDA; BOHANNAN, 2020). No caso das
bioespumas de anuros, a mistura peculiar de proteinas e carboidratos pode levar a selecéo de
microbiotas espécie-especifica. Essa hipotese é corroborada por trés evidéncias: (1) os ninhos
possuem até trés ordens de grandeza a mais de unidades formadoras de coldnias quando séo
comparados com o0 ambiente adjacente; (2) espécies que coabitam uma mesa regido apresentam
ninhos com distintos grupos taxonémicos de bactérias (CASTRO, 2019; MARTINS, 2020); e
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(3) a microbiota da pele dos anfibios é espécie-especifica, e é influenciada por fatores do
hospedeiro e do ambiente (KUENEMAN et al., 2014; MCKENZIE et al., 2012; WALKE et
al., 2014).

A microbiota cultivavel dos ninhos de espuma de L. vastus, P. cuvieri e A.
hylaedactyla no meio de cultura e condigdes adotadas nesse estudo, se caracteriza pelos filos
Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Actinobacteria (CASTRO, 2019; MARTINS,
2020). Representantes desses filos séo comumente encontrados na pele de diversas espécies de
anfibios e estdo sempre entre os mais abundantes (BELDEN et al., 2015; JANI; BRIGGS, 2014;
KUENEMAN etal., 2014; LONGO et al., 2015; REBOLLAR et al., 2016), inclusive com casos
nos quais todos os cultivaveis também pertencem a esses grupos (BECKER et al., 2015;
REBOLLAR et al., 2019). As ordens Pseudomonadales, Burkholderiales e Enterobacterales do
filo Proteobacteria sdo as mais abundantes nesses ninhos e sdo usualmente encontrada na pele
de anfibios (MCKENZIE et al., 2012; REBOLLAR et al., 2019; WOODHAMS et al., 2015),
sendo parte do core da microbiota cutdnea em alguns casos (DOUGLAS; HUG;
KATZENBACK, 2021; WALKE et al., 2014). Além disso, Pseudomonadales e
Burkholderiales apresentam um alto potencial inibitério do Bd ao longo dos estagios de
desenvolvimento do sapo Anaxyrus boreas (KUENEMAN et al., 2016), 0 que sugere que 0s
ninhos podem ser fundamentais no fornecimento de bactérias anti-Bd que perduram por toda
vida do animal.

Os ninhos das espécies estudadas abrigam algumas estirpes capazes de inibir
significativamente o crescimento do Bd, destacando-se 0s g@éneros Pseudomonas e
Enterobacter. A capacidade inibitoria das Pseudomonas ja foi demonstrada em um banco de
dados com 1945 estirpes isoladas da pele de anfibios e testadas contra o Bd, das quais 1127
apresentaram atividade inibitoria, sendo 445 pertencentes a esse género (WOODHAMS et al.,
2015). Além disso, Pseudomonas spp. apresentam uma relacdo complexa na quitridiomicose.
Representantes desse género sdo mais abundantes em espécies de anfibios tolerantes e
resistentes ao Bd, assim como em espécies que habitam locais em fase endozodtica da doenga
(REBOLLAR et al., 2016) e em populacdo de Alytes obstetricans (anuro) em fase epizodtica
(BATES et al., 2018). Essa capacidade inibitoria, ampla distribui¢cdo nos anfibios e a grande
abundéncia nos ninhos de espuma de L. vastus e P. cuvieri (CASTRO, 2019) tornam as
Pseudomonas spp. as mais indicadas para estratégias de contencdo da quitridiomicose por
bioaumentacdo nas bioespumas e, talvez, na pele.

Ensaio de simulagdo de bioaumentacdo em fluidos de ninhos de espumas de L.

vastus in natura, ndo estéril, e com a microbiota indigena conservada, provou que a inoculagéo
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de aproximadamente 10® células/mL da estirpe de Pseudomonas P54, isolada do ninho de P.
cuvieri, inibe o crescimento do fungo. Esse resultado € promissor e estende o reconhecido
potencial anti-Bd de espécies de Pseudomonas também presente na microbiota da pele de
anuros, para os ninhos de espuma. A inibicdo do fungo pode estar relacionada com a producéo
de metabolitos antifungicos pela P54, j& tendo sido relatado na literatura os compostos 2,4-
diacetilfloroglucinol e a viscosina com atividade anti-Bd produzidos por Pseudomonas spp.
(MARTIN H. et al., 2019; MYERS et al., 2012).

Enterobacter foi outro género anti-Bd promissor revelado neste estudo, com duas
estirpes, sendo uma delas apresentando indice de inibicdo do Bd maior do que a Pseudomonas.
No banco de dados de Woodhams et al. (2015), somente duas estirpes de Enterobacter spp.
tiveram acdo anti-Bd. Entretanto, assim como as Pseudomonas, as Enterobacter também podem
apresentar altos indices de inibicdo (BECKER et al., 2015; HOLDEN et al., 2015).

Um isolado do filo Bacteroidetes, identificado como P13, também inibiu o Bd. A
analise do gene rRNA 16S sugere tratar-se de uma espécie de Chryseobacterium, género
presente na microbiota da pele e também reconhecido por sua atividade anti-Bd (BECKER et
al., 2015; HOLDEN et al., 2015; WOODHAMS et al., 2015).

A microbiota presente nos ninhos de espuma pode abrigar e fornecer
microrganismos capazes de inibir o desenvolvimento de patégenos no proprio ninho ou na prole
(ovos e girinos). Sabe-se que, no estagio de girino, a presenca de bactérias capazes de inibir o
Bd é variavel (BRESCIANO et al., 2015; KUENEMAN et al., 2016; WOODHAMS et al.,
2015) e que a quitridiomicose ndo € usualmente letal devido a restri¢do do fungo as pecas bucais
queratinizadas (BLAUSTEIN et al.,, 2005; RACHOWICZ; VREDENBURG, 2004).
Entretanto, no processo de metamorfose, a queratina oral desaparece a0 mesmo tempo em que
a pele se torna queratinizada, permitindo a transferéncia do Bd para o individuo adulto
(MCMAHON; ROHR, 2015). Portanto, a passagem de microrganismos anti-Bd dos ninhos para
0s girinos se torna um fator essencial para a sobrevivéncia no estagio adulto. A metamorfose
também é capaz de reestruturar a comunidade microbiana da pele (BATES et al., 2018;
KUENEMAN et al., 2014, 2016), mas as semelhangas da microbiota cutanea de anfibios
adultos e dos ninhos podem indicar a permanéncia de microrganismos anti-Bd ao longo dos
estagios de desenvolvimento.

Além de bactérias que inibem o fungo, a microbiota dos ninhos de espuma também
apresenta estirpes capazes de estimular o crescimento do Bd. Vinte e um isolados, sendo 14 do
ninho de P. cuvieri e sete do ninho de A. hylaedactyla mostraram atividade estimulatéria do

crescimento do fungo. Esses isolados pertencem aos filos Proteobacteria, Firmicutes e
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Bacteroidetes. Ressalta-se que entre os géneros identificados, estdo representantes dos géneros
Pseudomonas, Enterobacter e Chryseobacterium, que sdo conhecidos como inibidores do
fungo. Esse fenbmeno de estimulacdo do crescimento do fungo também foi observado na
microbiota da pele de anfibios, e a proporcdo desses microrganismos varia de espécie para
espécie (ANTWIS; HARRISON, 2018; BELL et al., 2013; REBOLLAR et al., 2019). Como a
maioria dos estudos in vivo sdo focados em estirpes que inibem o patégeno, ainda ndo se sabe
quais as influéncias das bactérias facilitadoras na dinamica da quitridiomicose. Com base em
outros sistemas biologicos, é proposto que certos metabdlitos bacterianos podem estimular o
crescimento do fungo ou podem mudar fatores abidticos que alteram as taxas de crescimento
do patégeno (ANTWIS; HARRISON, 2018). Outra hipotese é a ocorréncia de hormese, ou seja,
a baixa concentracdo de um metabdlito estimula o crescimento do fungo, mas altas
concentracdes o inibem (BELL et al., 2013). Essas moléculas estimulantes produzidas pela
microbiota podem estar presentes nos ninhos e, consequentemente, podem contribuir para a
facilitacdo do crescimento do Bd pelo fluido das bioespumas.

Além de bactérias que inibem e facilitam o crescimento do Bd, foram identificadas
bactérias que ndo inibem e nem estimulam o crescimento do fungo. O papel dessa microbiota
do ninho ainda precisa ser elucidado.

Os resultados do presente estudo mostram, de modo inédito, a acdo dos ninhos de
espuma de anuros no crescimento do Bd e a importancia da microbiota associada na sua
contencdo. Foi demonstrada a viabilidade da bioaumentacdo como estratégia de combate ao Bd
in vitro. Por fim, a transmissao do inoculante do ninho para o hospedeiro pode ser fundamental
para conter a doenca nos estagios pré- e pds-metamorfose. Por mais que essa verificacdo
demande recursos e tempo, a transmissao vertical e/ou horizontal é um dos fatores essenciais
para o sucesso do tratamento com bioaumentacéo (BLETZ et al., 2013).

Embora as seis espécies de anuros deste estudo ndo estejam ameagadas (IUCN,
2021), o fato do Bd ter sido detectado em adultos de L. macrosternum (BECKER et al., 2016),
L. podicipinus (RODRIGUEZ et al., 2014), P. cuvieri e P. albifrons (AMORIM et al., 2019)
é preocupante. A proliferacdo e a dispersdo do Bd facilitadas por ninhos de espuma dessas
espécies ja pode estar acontecendo na natureza, fato esse que associado a rapida evolucéo do
Bd (FARRER et al., 2013) pode desencadear novos surtos de quitridiomicose.

A contaminacgéo dos ninhos de espuma e a consequente passagem do Bd para ovos
e girinos poderia ocorrer de duas formas ndo exclusivas. Na primeira, durante a formacéo das
bioespumas, 0 contato entre os progenitores no amplexo e 0os movimentos foam-beating

(HODL, 1990) com os membros posteriores poderiam transmitir zodsporos da pele para os ovos
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e ninhos. Alternativamente, o fungo poderia chegar aos ninhos por meio de 4gua contaminada
com zoosporos do Bd ou por meio de outros fatores ambientais ainda ndo comprovados, como
hospedeiros ndo-anfibios (BRANNELLY et al., 2015; GARMYN et al., 2012; GOULD et al.,
2019). A investigacdo dessas hipoteses € fundamental para esclarecer a dinamica da

quitridiomicose e para elaborar estratégias de controle da doenga.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A hipotese inicial de que as biomoléculas dos ninhos de espuma inibem o
crescimento do fungo Batrachochytrium dendrobatidis foi refutada pelos resultados deste
trabalho. Foi mostrado que as biomoléculas presentes nos ninhos estimulam o crescimento do
fungo Bd, o que pode agravar a sua disseminacdo no ambiente. Possivelmente carboidratos sao
usados como nutrientes. Além disso, os resultados corroboram com a hipdtese de que cada
ninho de espuma apresenta um perfil proteico que é dependente da espécie de anuro.

Com relacdo a microbiota dos ninhos, o presente estudo reforca a hipotese de que
essas bactérias sdo essenciais na defesa contra o Bd. Nesse sentido, cinco estipes de
Pseudomonas e duas de Enterobacter foram capazes de inibir o crescimento do patdgeno.
Dentre as Pseudomonas, a estirpe P54 se mostrou um inoculante eficaz in vitro. O potencial
dessa microbiota é uma pec¢a fundamental para entender a dindmica do Bd nos ninhos e para
proteger 0s anuros nos estagios iniciais do desenvolvimento, hip6tese que ainda carece de

estudos posteriores.
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