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RESUMO

Adelophryne maranguapensis ¢ uma ra bromeligena criticamente ameacada, endémica da Serra
de Maranguape, Ceard. Embora hajam estudos sobre sua histéria natural, pouco se sabe sobre
seus microrganismos simbiontes. As bactérias cutaneas sao fundamentais na defesa dos anfibios
contra patégenos, especialmente frente a ameaca do fungo Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd), causador da quitridiomicose — doenca que contribuiu para o declinio de diversas
populagdes de anfibios globalmente. Para ampliar o conhecimento sobre a microbiota cutinea
de A. maranguapensis, este estudo realizou o primeiro cultivo de bactérias simbiontes da
espécie, seguido da identificacdo molecular das estirpes. Trés individuos foram coletados em
duas espécies de bromélia. Apds a captura, os individuos foram lavados com dgua destilada, e
sua microbiota foi coletada com swabs estéreis aplicados em toda a superficie corporal. Os
swabs foram armazenados em microtubos com meio TSB e glicerol (1:1) para transporte e
conservagdo. No laboratorio, 20 uL de cada amostra foram inoculados em placas com meio
R2A, mantidas entre 24-26 °C por 14 dias. Colonias com diferentes morfologias foram
selecionadas e repicadas para obtencdo de culturas puras. O DNA gendmico foi extraido por
termolise, e o gene 16S rRNA foi amplificado por PCR e sequenciado via método de Sanger.
As sequéncias foram editadas no CodonCode Aligner 12.0.3 e comparadas ao GenBank com o
algoritmo BLAST. As trés amostras apresentaram 150, 375 e 425 UFC/mL, totalizando 34
morfotipos. O DNA foi amplificado com sucesso em 13 amostras, mas uma ndo gerou
sequéncia utilizdvel, resultando em 12 cepas sequenciadas, com coberturas entre 769 e 1107
pb. Metade das estirpes pertence a familia Microbacteriaceae, comum em solos, plantas e
animais, e ja associada a potencial biotecnoldgico, incluindo atividade contra o Bd. Foram
também identificados os géneros Jatrophihabitans € Mycobacterium. O primeiro € abundante
na pele de anuros e nas folhas de V. cearensis, enquanto o segundo, associado a doencas na
herpetofauna, pode representar uma ameaca a espécie. Outros géneros isolados incluem
Kocuria, Paenibacillus e Bacillus, todos com registros de atividade anti-Bd. Além disso,
Bacillus e Paenibacillus s3o utilizados em setores agricola e médico. Os resultados indicam que
a pele de A. maranguapensis abriga bactérias cultivdaveis que podem ter um papel importante
na protecdo desses animais contra doencas. A literatura destaca ndo apenas o potencial
biotecnoldgico dessas cepas, mas também sua possivel atuagdo na satide do hospedeiro, por

meio da produc¢do de antimicrobianos, inclusive metabodlitos com agdo anti-Bd.

Palavras-chave: microbioma; conservagao; simbiose.



ABSTRACT

Adelophryne maranguapensis is a critically endangered bromeligenous frog endemic to the
Serra de Maranguape, Ceard, Brazil. While its natural history has been relatively well studied,
little is known about its symbiotic microorganisms. Skin-associated bacteria play a key role in
amphibian defense against pathogens, particularly in the face of the threat posed by
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), the fungus responsible for chytridiomycosis — a skin
disease linked to global amphibian population declines. To improve understanding of the skin
microbiota of A. maranguapensis, this study conducted the first cultivation and molecular
identification of symbiotic bacteria from this species. Three individuals were collected from
two bromeliad species using nitrile gloves, changed between each animal. After capture, the
frogs were rinsed with distilled water, and their skin microbiota was sampled using sterile swabs
applied over the entire body surface. Swabs were stored in microtubes containing a 1:1 solution
of TSB medium and glycerol for transport and preservation. In the laboratory, 20 pL of each
sample was inoculated onto R2A agar plates, kept at room temperature (2426 °C) for 14 days.
Distinct colony morphotypes were selected and subcultured to obtain pure isolates. Genomic
DNA was extracted by thermal lysis, and the 16S rRNA gene was amplified via PCR and
sequenced using the Sanger method. Sequences were edited in CodonCode Aligner 12.0.3 and
analyzed for similarity using the BLAST algorithm in GenBank. The three samples yielded
150, 375, and 425 CFU/mL, totaling 34 morphotypes. DNA amplification was successful in 13
samples, though one did not produce a usable sequence, resulting in 12 strains sequenced, with
read lengths between 769 and 1107 bp. Half of the isolates belonged to the Microbacteriaceae
family, commonly associated with soil, plants, and animals, and previously reported as having
biotechnological potential, including Bd-inhibitory activity. The genera Jatrophihabitans and
Mycobacterium were also identified. The former has been found in both frog skin and V.
cearensis leaves, while the later — known for pathogenic interactions with herpetofauna — may
pose a potential threat to the species. Additional isolates included Kocuria, Paenibacillus, and
Bacillus, all previously reported to have anti-Bd activity. Moreover, Bacillus and Paenibacillus
are widely used in agricultural and medical applications. These findings indicate that the skin
of A. maranguapensis hosts cultivable bacteria closely related to its surrounding environment.
Literature suggests that these strains may not only offer biotechnological value but also play a

role in host health through antimicrobial production, including metabolites effective against Bd.

Keywords: microbiome; conservation; symbiosis.
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1 INTRODUCAO

O estudo das bactérias simbiontes da pele dos animais ¢ de extrema relevancia para
aumentar o entendimento a respeito de interagdes simbidticas no geral, do funcionamento do
sistema imune dos hospedeiros ¢ do desenvolvimento e diagndstico de doencas (ROSS,
HOFFMANN & NEUFELD, 2019). No contexto dos anfibios, os microrganismos associados
a sua pele competem com patdgenos por espago € possuem um repertorio de moléculas
antimicrobianas que atuam em sinergia com o sistema imune do animal (REBOLLAR,
MARTINEZ-UGALDE & ORTA, 2020). Tal tema também se torna ecologicamente relevante
em razao da quitridiomicose, uma infec¢do epidérmica causada pelo fungo Batrachochytrium
dendrobatidis, que vem sido responsavel por declinios populacionais em iniimeras espécies de

anfibios (VOYLES, ROSENBLUM & BERGER, 2011; LIPS, 2016).

Com base na relevancia do estudo do microbioma associado a pele de anfibios,
inimeros trabalhos tém utilizado ferramentas de metagendmica para expandir essa area do
conhecimento. Este tipo de microecossistema ndo ¢ constante, podendo variar com base no
comportamento do anfibio (Xu et al., 2020), no seu estagio de desenvolvimento (LONGO, et
al., 2015), sexo (WAN et al., 2025), entre outras varidveis (REBOLLAR, MARTINEZ-
UGALDE & ORTA, 2020). Outros estudos se fundamentam no cultivo de microrganismos,
fornecendo dados que complementam os dados metagendmicos (PRAKASH et al., 2013). Tais
trabalhos podem explorar novas bactérias com possivel potencial biotecnolégico, como
antibidticos para a industria farmacéutica (STEWART, 2012) e probioticos para a pele de

anfibios (MENDOZA et al., 2012).

Adelophryne maranguapensis ¢ um anuro criticamente ameacado de extincao e
endémico da Serra de Maranguape, CE, Brasil (IUCN, 2023). O animal de pequeno porte tem
em torno de 17 mm, alimenta-se de pequenos invertebrados, especialmente artropodes, e se
reproduz nas axilas de bromélias durante o periodo chuvoso, com a prole passando por
desenvolvimento direto (HOOGMOED, BORGES & CASCON, 1994; ARAUJO et al., 2023;
CASSIANO-LIMA et al., 2020). Enquanto sua historia natural tem recebido mais aten¢do dos
pesquisadores, estudos a respeito dos microrganismos associados a 4. maranguapensis ainda
se encontram escassos, com excessdo do trabalho de Rodrigues (2025), que revelou uma

prevaléncia dos filos Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes na pele do anfibio.

Tendo em vista que o estudo do microbiota simbidtica associada a pele de anfibios

pode contribuir com o desenvolvimento iniciativas de conservagao das espécies, especialmente
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em meio a pandemia da quitridiomicose (WOODHAMS et al., 2016), o presente trabalho busca
responder quais bactérias aptas ao cultivo estdo presentes na pele da ra de Maranguape,
esperando encontrar nao so representantes registrados por Rodrigues (2025), quanto identificar

géneros pouco abundantes, que nao foram contemplados no estudo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Importancia da microbiota da pele dos animais

Microrganismos constituem a base dos bioprocessos terrestres. Eles sdo
indispensaveis para a ciclagem de nutrientes e para a degradagdo da matéria organica
(MADIGAN et al., 2016). Enquanto isso, a pele dos animais ¢ um ambiente rico em nutrientes
ideais para o crescimento de uma grande diversidade de microrganismos. Uma minoria destes
pode trazer maleficios ao corpo, contudo a maior parte das comunidades microbianas da pele ¢

mutualistica, contribuindo com a saude do hospedeiro (HOFFMANN, 2017).

O compartilhamento de microrganismos entre a pele dos animais e seu ambiente
indica a influéncia do ecossistema na microbiota cutineca (RODRIGUES, 2025;
CALLEWAERT, HELFFER & LEBARON, 2020). Contudo, tem se tornado cada vez mais
evidente o quao esse tipo de microbioma € Uinico, uma vez que a pele hospedeira seleciona os
microrganismos que vivem em simbiose com ela, podendo até favorecer aqueles menos

abundantes no ambiente (BENNICE et al., 2024; WALKE et al., 2014).

Seguindo nessa linha, mecanismos de co-evolu¢do permitem essa relagdo de
simbiose entre microrganismos € seu hospedeiro animal. Um exemplo cldssico ocorre no
epitélio do cefalépode Euprymna scolops, que € colonizado pela proteobactéria Vibrio fischeri,
um microrganismo bioluminescente que contribui com a camuflagem do animal durante seu
forrageio. Nesta relagdo, uma citotoxina (TCT) liberada pela bactéria ¢ reconhecida por
receptores do animal, levando-o a produzir muco e antibioticos que facilitam a agregacao de
uma cultura monoespecifica do simbionte (DIERKING & PITA, 2020; RUBY & LEE, 1998).
Esse tipo de mutualismo também ¢ visto em humanos, onde a bactéria Staphylococcus
epidermidis evoluiu para prosperar em meio as defesas imunolodgicas presentes na pele, como
espécies reativas de oxigénio e peptideos antimicrobianos. Sua forma comensal tem baixa
viruléncia, produzindo bacteriocinas que protegem o hospedeiro de patdogenos, como
Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes (CHRISTENSEN & BRUGGEMANN,
2014), além de poder ativar células imunes da pele contra outros parasitas (YAMAZAKI,
NAKAMURA & NUNEZ, 2017).

Contudo, nem sempre as defesas imunoldgicas dos animais sdo eficientes contra
certos patdgenos, mesmo com a ajuda de sua microbiota simbionte. Na pele humana, por
exemplo, Staphylococcus aureus pode estar associada a dermatite atdpica e a outras infecgdes

na pele e outros tecidos. Fungos do género Malassezia também sdo de interesse médico,
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envolvendo-se em doengas como a pitiriase versicolor, psoriase e dermatite atopica, também
(FINDLEY & GRICE, 2014). E nessa mesma linha de enfermidades fungicas, grupos inteiros
de animais podem ser afetados por esse tipo de microrganismo. A ofidiomicose, por exemplo,
¢ uma infecgdo de pele que tem afetado serpentes da América do Norte, com um indice de
fatalidade de até 66,7% (DAVY et al., 2021). J& a quidritiomicose, outra condi¢do epidérmica,
¢ um problema global que tem levado a declinios populacionais e a extingdo de espécies de
anfibios, tornando-se um problema sério na perspectiva conservacionista (VOYLES,

ROSENBLUM & BERGER, 2011; ROSS, HOFFMANN & NEUFELD, 2019).

Ainda nesse contexto de doencas, processos inflamatérios na pele estdo
profundamente relacionados com disbioses, que sdo alteracdes nas comunidades microbianas
(HOFFMANN, 2017). Tais mudangas, inclusive, podem ser usadas no desenvolvimento de
diagnosticos e prognoésticos para certas enfermidades (GRICE, 2014). Hooper et al. (2018)
notaram sérios problemas cutdneos em baleias-orca (Orcinus orca) com grandes quantidades
de diatomacea na pele, o que foi positivamente correlacionado com a maior abundancia de uma
conhecida bactéria parasita de peixes. Assim, apontaram para a composi¢ao do microbioma em
conjunto com outros fatores como ferramenta para a identificagdo de animais em risco.
Inclusive, peixes tém sido estudados com relagdo ao seu microbioma para evitar perdas
econOmicas na pesca e aquicultura. Uma das descobertas foi que a redugdo na diversidade
microbiana e o aumento na abundancia de proteobactérias e actinobactérias na pele podem
indicar enterite linfocitica cronica nesses animais, uma doenga intestinal (ROSS, HOFFMANN
& NEUFELD, 2019). E ainda na logica de importancia economica, doengas cutaneas em
animais de producdo também sdo estudadas a nivel de microbioma. O gado leiteiro, por
exemplo, pode sofrer com dermatite digital, caracterizada por um aumento na abundancia dos
filos Spirochaetota, Bacteroidota e Proteobacteria. Ja4 ovelhas e cabras podem desenvolver
podriddo do casco, uma condi¢do que eleva a abundancia dos géneros Staphylococcus e

Corynebacterium (HOFFMANN, 2017).
2.2 Bacterioma da pele de anfibios e o0 Bd

As bactérias da pele dos anfibios ndo sdo as mesmas em riqueza ¢ abundancia
daquelas do ambiente em volta. Estudos tém demonstrado que o microbioma cutaneo desses
animais € significativamente especifico da espécie (MCKENZIE et al., 2012; KUENEMAN et
al.,2014). A pele deles pode atuar selecionando tanto microrganismos mais raros (WALKE et

al., 2014) quanto recrutando aqueles ja abundantes no ecossistema (RODRIGUES, 2025).
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Dentre os fatores de selecdo, estdo o sistema imune do animal, seu comportamento,
desenvolvimento e variagdo genética. Estes, em conjunto com fatores biogeograficos, de clima
e de micro-habitat, contribuem para configuracio do bacterioma cutdneo do anfibio

(REBOLLAR, MARTINEZ-UGALDE & ORTA, 2020).

Dentro do grupo Lissamphibia, os anuros tém sido os maiores alvos dos trabalhos
envolvendo o microbioma da pele (REBOLLAR, MARTINEZ-UGALDE & ORTA, 2020;
WANG et al., 2025). Diversas espécies ja foram investigadas quanto a essa tematica, revelando
que os filos Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteoridota tendem a ser os mais abundantes,
especialmente o primeiro, que pode representar mais da metade da microbiota simbidtica da
pele de uma quantidade significativa desses animais (BLETZ ef al., 2017; BELDEN ef al.,
2015; MARTINS et al., 2022; TONON et al., 2021). Contudo, isso ndo ¢ uma regra. O hylideo
Isthmohyla pseudopuma, por exemplo, tem mais de 60% de sua microbiota cutanea pertencente
ao filo dos bacteroidetes (JIMENEZ et al., 2019), enquanto Agalichnis callidryas e
Dendropsophus ebraccatus foram registrados com um microbioma cutdneo dominado por
actinobactérias (REBOLLAR et al., 2019). J& dentro de um agrupamento taxondmico mais
restrito: Pseudomonadaceae ¢ Comamonadaceae, representantes das proteobactérias
(MCKENZIE et al., 2012; LONGO, et al., 2015); Sphingobacteriaceaec ¢ Weeklaceae, dos
bacteroidetes (BLETZ et al., 2017; JIMENEZ et al., 2019); e Microbacteriaceae, do filo
Actinobacteria (BATAILLLE et al., 2016; MARTINS et al., 2022), sdo algumas familias

comuns de se encontrar na literatura como estando presentes na pele de anuros.

De forma semelhante ao que ocorre nos anuros, as proteobactérias geralmente
aparecem como as mais abundantes na maioria das espécies da ordem Caudata que ja foram
avaliadas. Nos membros do género Bolitoglossa e Pseudoeurycea, a familia
Pseudomonadaceae foi a mais presente (ELLISON et al., 2018), assim como em Plethodon
cinereus (LOUDON et al., 2014). Ja em Ambystoma tigrinum (MCKENZIE et al., 2012) e em
Taricha tarosa (KUENEMAN et al., 2014), foram as comamonadaceas que dominaram. Os
filos Firmicutes e Bacteroidota também podem aparecer bem representados (MCKENZIE ef
al., 2012; HERNANDEZ-GOMEZ et al., 2017). Os bacteroidetes também foram abundantes
em Ichthyophis bananicus, uma espécie da ordem Gymnophiona, correspondendo a 20,93%
das OTUs presentes na pele dos animais amostrados, o que ainda foi inferior a abundancia das
proteobactérias: 64,49% (RAJPUT, ZHOU & MEEGASKUMBURA, 2021). E essa
dominancia do filo Proteobacteria também se mantém nas outras unicas duas espécies dessa

ordem que foram avaliadas até o presente momento: Ichthyophis asplenius (MCGRATH-
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BLASER et al., 2025) e Herpele squalostoma, onde as actinobactérias também foram

abundantes, principalmente com a familia Microbacteriaceae (KOUETE et al., 2023).

A partir do exposto, pode-se haver o questionamento sobre o microbioma fingico
associado a pele dos anfibios. De modo geral, ndo existem muitas evidéncias de interagdes
benéficas entre fungos e hospedeiros animais. E possivel que esses microrganismos tendam a
ser reservatorios para microbios patogénicos e oportunistas (REBOLLAR, MARTINEZ-
UGALDE & ORTA, 2020). Contudo, esta ¢ uma area que ainda precisa ser mais estudada, uma
vez que ja foram identificados fungos com atividade anti-Bd na pele de anuros, contribuindo
até mais com a defesa contra o patdogeno do que as bactérias (KEARNS et al., 2017). E este
patdgeno, o Batrachochitrium dendrobatides (“Bd”), ¢ o fungo relacionado a pele de anfibios
mais conhecido, mas ndo por auxiliar imunologicamente esses animais, e sim por vir causando

declinios populacionais e até mesmo a extin¢ao de algumas espécies de anuros (LIPS, 2016).

O Bd ¢ um quitridio, um tipo de fungo aquatico que retém a caracteristica ancestral
de se reproduzir através de esporos flagelados, os zoosporos (JAMES et al., 2006). Tal estrutura
permite sua dispersao na agua, até encontrar um substrato onde possa se encistar, reabsorvendo
o flagelo e desenvolvendo seu esporangio (BERGER et al., 2005). Essa proximidade com a
agua estd presente tanto no parasita quanto em seus hospedeiros anfibios, além de ambos
tolerarem faixas de temperatura semelhantes, justificando um historico de interagdo de pelo
menos 25 milhdes de anos (JAMES ef al., 2015). E o Bd ndo € o unico. Também existe o B.
salamandrivorans (“Bsal’’), um quitridio que, até onde se sabe, so parasita membros da ordem
Caudata, tendo uma prevaléncia maior em salamandras que o proprio Bd. E apesar de ainda ndo
ter uma distribui¢do tdo ampla, Bsal tem gerado sérias preocupacdes com a possibilidade
protagonizar uma nova onda de extingdes de anfibios (YAP et al., 2017). Ambos os patdgenos
se instalam no sistema cutdneo dos hospedeiros, causando a quitridiomicose, uma doenga
caracterizada por sintomas como o espessamento da pele e a degradagdo da epiderme

(VOYLES, ROSENBLUM & BERGER, 2011; YAP et al., 2017).

Hé uma relagdo proxima entre o fungo quitridio e a microbiota cutdnea dos anfibios,
uma vez que as bactérias da pele sdo um dos fatores que podem contribuir com a defesa do
animal, através da producdo de metabolitos anti-Bd (ROOIJ et al., 2015). Uma maior
diversidade dessas bactérias esta relacionada com o maior poder de protecao conferido pela
microbiota (LONGO et al., 2015), especialmente quando se trata de uma maior diversidade de
bactérias potencialmente anti-Bd, como Pseudomonas e Stenotrophomonas (JIMENEZ et al.,

2019). E mais do que isso, Martins et al. (2022) demonstraram que a diversidade, apenas, pode
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ndo ser suficiente para explicar uma menor prevaléncia de Bd. O estudo analisou quatro
espécies, sendo as duas com maior e menor prevaléncia possuidoras de diversidades-alpha
proximas. O que fez a espécie mais resistente se destacar foi uma maior quantidade de taxons
bacterianos no nucleo do microbioma, incluindo os mais centrais na rede de coocorréncia, o
que pode desencadear uma maior estabilizacdo e regulacdo daqueles taxons uteis contra o

fungo.

Algumas classes de bactérias aparentam ter uma propor¢ao maior de representantes
com propriedades antagdnicas ao Bd, quando comparado com outras. Rebollar et al. (2019),
por exemplo, testaram as bactérias de trés espécies diferentes de anuros contra o fungo,
descobrindo que 100% das betaproteobactérias amostradas tinham ac¢do anti-Bd, seguidas por
78,12% das gammaproteobactérias e 56,38% dos membros da classe Actinobacteria. A
betaproteobactéria Janthinobacterium lividum produz violaceina, enquanto Serratia é uma
gammaproteobactéria produtora de prodigiosina. Ambos os compostos se demonstraram
capazes de inibir o crescimento tanto de Bd quanto de Bsal. E, além disso, essas duas bactérias
isoladas da pele de anfibios produziram compostos voldteis com a propriedade de agir

diretamente contra os quitridios (WOODHAMS, 2018).

Exemplos como estes levam pesquisadores a cogitar uma ‘“terapia bacteriana”
contra a quitridiomicose. A ideia consiste em usar bactérias anti-Bd como probidticos em
populagdes ameacadas pela doenga. Contudo, o probiodtico precisa idealmente colonizar e se
manter na pele do animal, liberar seus metabdlitos antiflingicos e se propagar pela populagao
(REBOLLAR, MARTINEZ-UGALDE & ORTA, 2020), além de precisar interagir
positivamente tanto com as bactérias residentes, quanto com as defesas do proprio hospedeiro
(BLETZ et al., 2013). Apesar de parecer dificil, a ja mencionada J. /ividum ja foi testada como
probidtico algumas vezes, aumentando a sobrevivéncia de anfibios infectados com Bd

(BECKER et al., 2009; HARRIS et al., 2009; KUENEMAN et al., 2016).
2.3 Relevancia das bactérias cultivaveis

As ferramentas de metagendmica permitiram uma perspectiva aprofundada e muito
mais completa da riqueza e diversidade microbiana em diversos ecossistemas (WOOLEY,
GODZIK & FRIEDBERG, 2010), o que pode dar a impressao de que a microbiologia cléssica,
baseada no cultivo de microrganismos, estaria obsoleta. Contudo, o ideal ¢ a utilizacao das duas
abordagens de forma complementar, uma vez que os estudos de fisiologia, bioquimica e

biotecnologia muitas vezes requerem culturas puras. Bactérias cultivaveis também podem
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representar tdxons raros que ndo seriam detectados por metodologias moleculares. E, além
disso, culturas puras servem de cepas de referéncia para os bancos de dados utilizados pelas

técnicas metagendmicas (STEWART, 2012; PRAKASH et al., 2013).

As culturas puras s3o muito importantes para terem seus atributos explorados, como
¢ o caso de seus metabolitos. Mendoza et al. (2012), por exemplo, lidaram com a problematica
das bactérias multirresistentes a antibioticos na ranicultura, trabalhando com as bactérias
cultivaveis de Lithobates catesbeianus, com o objetivo de selecionar cepas com potencial
antimicrobiano para serem usadas como probidticos. J4 em uma linha mais ecologica, Rebollar
et al. (2019) testaram o sobrenadante de culturas bacterianas de trés espécies de anuros contra
o0 Bd, gerando dados importantes tanto para entender a influéncia da filogenia na abundéncia de
cepas anti-Bd, quanto para enriquecer a discussao sobre uma terapia bacteriana para remediar

os impactos da quitridiomicose.

A necessidade de cultivar bactérias também se sustenta naqueles microrganismos
considerados “ndo-cultivdveis”. A maioria dos ecossistemas da Terra ndo sdo ricos em
nutrientes como um meio de cultura de laboratorio (VITOUSEK et al., 1997). Portanto, os
microrganismos mais ecologicamente relevantes sdo aqueles oligotréficos, de crescimento
lento, mais desafiadores para o cultivo (OVERMANN, 2006; PRAKASH et al., 2013). A
prospeccdo e novas tentativas de isolar bactérias ndo antes cultivadas gera espaco para a
descoberta de novas espécies, que enriquecem os bancos de dados gendmicos e podem trazer a
luz da ciéncia novos recursos naturais (STEWART, 2012; GREEN et al., 2010; YAN et al.,
2024).

No caso de 4. maranguapensis, seu microbioma foi avaliado recentemente por técnicas de
metagendmica. Dentre os resultados, ndo se pode identificar quase 30% das bactérias a nivel de
género, podendo indicar novas espécies bacterianas em meio a microbiota cutdnea do anfibio
(RODRIGUES, 2025). Portanto, o estudo das cultivaveis da pele desse anuro pode ser um
primeiro passo para a descrigdo de novos taxons microbianos. Além de consistirem em
possiveis microrganismos anti-Bd, que podem estar contribuindo com a prote¢do do animal,

que, até o presente momento, ndo foi registrado como hospedeiro do fungo.
2.4 Adelophryne maranguapensis

O género Adelophryne foi estabelecido em 1984, incluindo anuros amazonicos

diminutos, que possuem, dentre outras caracteristicas, digitos planos com discos
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assimetricamente pontudos, lateralmente sulcados e alongados. A descricdo do género revelou

duas espécies: A. adiastola e A. gutturosa (HOOGMOED & LESCURE, 1984).

Dez anos depois, trés novas espécies de Adelophryne foram descritas, mas ndo em
territério amazonico. 4. pachidactyla, A. baturitensis e A. maranguapensis ocorrem em regioes
florestais do nordeste brasileiro, a pelo menos 1600 km de distdncia das espécies amazdnicas
ja mencionadas. Tal distribuicdo esparsa se da provavelmente pela separagdo da Floresta
Amazonica e da Mata Atlantica, apos um longo historico de conexdes. Isso deixou certos grupos
restritos a refugios umidos, como a Serra de Maranguape, onde A. maranguapensis habita

(HOOGMOED, BORGES & CASCON, 1994; LEDO & COLLI, 2017).

Adelophryne maranguapensis ¢ endémico da Serra de Maranguape, Ceard. A
espécie compartilha a regido com A4. baturitensis, mas se diferencia morfologicamente deste
principalmente por ser maior e por todos os seus dedos possuirem um disco terminal
(HOOGMOED, BORGES & CASCON, 1994). O anuro ¢ bromeligeno, isto €, associa-se
profundamente as bromélias, sendo elas necessarias para a sua reproducdo (PEIXOTO, 1977).
As espécies mais utilizadas sdo Guzmania lingulata e Vriesea cearenses, por serem as mais
abundantes das regides mais imidas e altas da serra. Nas axilas das folhas, as fémeas depositam
3 a 8 ovos que passam por um breve cuidado parental e desenvolvem-se de forma direta até a
liberagcdo dos juvenis (CASSIANO-LIMA et al., 2011 & CASSIANO-LIMA et al., 2020).
Estes, ao longo de sua vida, apresentardo habitos diurnos, alimentando-se principalmente de

formigas e acaros na serrapilheira (ARAUJO et al., 2023).

Atualmente, ra de Maranguape enfrenta um grande risco de extingdo, sendo categorizada como
‘Criticamente em Perigo (CR)’ pela lista vermelha da IUCN (2023). A espécie € caracteristica
de floresta primdria, tendo sua 4rea consideravelmente restrita, em torno de apenas 4 km?.
Somando isso ao fato de a regido ser uma Area de Uso Sustentavel, onde ¢ permitido o cultivo
de monoculturas e outras atividades antrdpicas, tem-se como consequéncia a reducdo da
populagio de A. maranguapensis (IUCN, 2023; CAMPOS, BRITO & SOLE, 2013). Outra
possivel preocupagdo esta na redugdo da populagdo das proprias bromélias, essenciais para a
reproducdo do anfibio. Dentre as espécies utilizadas pelo animal, Guzmania sanguinea e
Vriesea cearenses encontram-se classificadas como ‘Em Perigo (EN)’ na literatura cientifica
(FREITAS, 2023). Tal contexto evidencia a necessidade de medidas de conservagao

direcionadas a ra.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Isolar e identificar bactérias cultivaveis associadas a pele de Adelophryne

maranguapensis, uma ra criticamente ameacgada e endémica de um enclave umido da Caatinga.
3.2 Objetivos especificos

e [solar os morfotipos bacterianos provenientes da pele de Adelophryne maranguapensis.
e Extrair o DNA dos isolados para realizar a PCR do gene 16S rRNA
e Sequenciar os produtos da PCR do gene 16S rRNA e analisar os resultados para

identificacdo molecular.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta

Trés individuos de 4. maranguapensis foram coletados manualmente a partir do
interior de bromélias pertencentes as espécies Vriesea cearensis € Aechmea pernambucentris
(Tabela 1). Para garantir a biosseguranca e evitar contaminagdes entre amostras, foram

utilizadas luvas nitrilicas descartdveis, substituidas a cada novo espécime manipulado (Figura

).

Figura 1 — Individuo de A. maranguapensis manipulado com luvas de nitrila

Fonte: Autoral
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Tabela 1 — Dados dos espécimes que tiveram as amostras coletadas

Identificacao das
Data da coleta Periodo Sexo Bromélia
amostras
Aechmea
A51 Abril / 2024 Chuvoso Fémea
pernambucentris
A52 Abril /2024 Chuvoso Macho Vriesea cearensis
Aechmea
AS53 Abril /2024 Chuvoso Macho
pernambucentris

Fonte: Autoral

Apbs a captura, os animais passaram por um processo de limpeza com agua
destilada, a fim de remover residuos solidos e particulas de solo aderidas ao corpo.
Posteriormente, realizou-se a amostragem da microbiota cutdnea por meio de swabs estéreis,

aplicados nas regides dorsal, ventral e nos digitos.

Os swabs foram entdo acondicionados em microtubos contendo uma solugao
conservante composta por partes iguais de meio TSB e glicerol, adequada tanto para o
transporte quanto para o armazenamento das amostras, de acordo com Rebollar et al (2019).
Cada tubo foi rotulado e mantido sob refrigeragdo em caixas térmicas com gelo até a chegada
ao laboratério, onde as amostras foram armazenadas a -20°C até o momento de serem

processadas para o cultivo microbiano.
4.2 Isolamento das bactérias

Para o isolamento dos morfotipos, seguiu-se o protocolo estabelecido por Rebollar
et al. (2019) com algumas modificacdes. ApOs a coleta, as amostras contidas em TSB:glicerol
foram deixadas em temperatura ambiente até o completo descongelamento. Em seguida, foram
agitadas levemente em vortex por 5 segundos e submetidas a diluicdes em proporcdes de 1:5 e
1:50, com o objetivo de minimizar o risco de crescimento excessivo de microrganismos. A

partir dessas dilui¢des, foram aplicados 20 pl de cada amostra em placas de meio dgar R2A.

As placas foram mantidas em temperatura ambiente, variando entre 24 e 26 °C, e
observadas diariamente durante um periodo de 14 dias. Coldnias com caracteristicas
morfoldgicas distintas foram selecionadas das placas originais e repicadas em novas placas de

agar R2A para obtencao de culturas isoladas.
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Ap0s a purificacdo, os isolados passaram por extracdo de DNA e, posteriormente,

foram preservados a -80 °C em microtubos Eppendorf contendo TSB:glicerol.
4.3 Extracao de DNA, PCR e Sequenciamento

A extracao do DNA genomico foi realizada com base em um protocolo de termolise

adaptado de Da Concei¢do Aquino de Sa et al. (2013), com algumas modificacdes.

Colodnias bacterianas cultivadas foram suspensas em 400 pL de agua ultrapura
estéril, em microtubos tipo Eppendorf, e homogeneizadas utilizando vortex. As amostras foram
entdo submetidas a aquecimento em banho-maria com agua fervente por 11 minutos, seguido
de um choque térmico em refrigerador a —80 °C por 4 minutos. Apds esse processo, os tubos
foram centrifugados a 12.000 rpm durante 5 minutos, € 300 uL. do sobrenadante contendo o

DNA foram transferidos para novos microtubos.

A quantificagdo do DNA extraido foi realizada por meio da absorbancia a 260 nm
(A260), utilizando o espectrofotdometro Nanodrop ND100 (Nanodrop, Wilmington, DE, EUA).
As razdes A260/280 e A260/230 foram utilizadas para avaliar a pureza do DNA. Em seguida,
as amostras foram diluidas em agua ultrapura até atingirem uma concentragao final de 5 ng/pL

e armazenadas a —20 °C até sua utilizacao.

A amplificacdo do gene do RNA ribossomal 16S foi conduzida utilizando os pares
de  primers 27F  (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1525R  (5-
AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3’), conforme descrito por Wawrik et al. (2005) e Syukur
et al. (2014). As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 puL, contendo a
concentragdo final de tampao GoTag 1X (Promega), MgCl2 3 mM, dNTPs 0,2 mM, Primer
27F 0,5 mM, Primer 1525R 0,5 mM, GoTaq DNA polimerase 1U e DNA 60 ng. As
amplificacdes ocorreram em um termociclador Eppendorf Mastercycler (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha), com o seguinte protocolo térmico: desnaturacdo inicial a 95 °C por 2
minutos, seguida por 30 ciclos compostos de desnaturagdo a 95 °C por 1 minuto, anelamento a
55°C por 1 minuto e extensao a 72 °C por 1 minuto, finalizando com uma extensao final a

72 °C por 10 minutos.

A verificacdo da especificidade da PCR e do tamanho esperado dos fragmentos
amplificados foi feita por meio de eletroforese em gel de agarose a 1% (m/v), corado com

SYBR™ Safe. Os géis foram submetidos a corrida eletroforética em tampao TAE 0,5X e
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visualizados sob luz ultravioleta. A presenca de bandas na regido de aproximadamente 1500
pares de bases confirmou o sucesso da amplificacdo, sendo essa comparacgao realizada com base

em um marcador molecular de 1 kb.

O sequenciamento do DNA foi realizado por meio da técnica de Sanger,
empregando os primers S518F (5’-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’) e 800R (5'-
TACCAGGGTATCTAATCC-3’) para amplificacdo de uma regido do gene 16S rRNA,
conforme protocolo da empresa BPI Biotecnologia (https://bpibiotecnologia.com.br). As
sequéncias geradas foram posteriormente processadas no software CodonCode Aligner 12.0.3

(www.codoncode.com), no qual foram removidas as bases localizadas nas extremidades com

qualidade inferior a Phred 30. Apos essa filtragem, as leituras foram alinhadas para formar uma

sequéncia contigua (contig).

A sequéncia contig resultante foi submetida a andlise de similaridade por meio do
algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL, 1990), utilizando o
banco de dados “nucleotide collection”. Os isolados que apresentaram alinhamento com apenas
um género bacteriano, com porcentagem de identidade superior a 97%, foram considerados

como pertencentes a esse respectivo género.


http://www.codoncode.com/
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5 RESULTADOS
5.1 Isolamento

As trés amostras, A51, A52 e AS53, apresentaram respectivamente uma quantidade

de 150, 375 e 425 UFC/mL, compreendendo 4, 8 e 21 morfotipos respectivamente.
5.2 Caracteriza¢ao morfologica dos morfotipos

A Figura 2 mostra a diversidade da morfologia das colonias da pele de Adelophryne
maranguapensis. Elas foram diferenciadas com base nas suas caracteristicas macroscopicas

como cores, tamanho, relevo, opacidade, bordas, entre outras.

Figura 2 — Diversidade morfoldgica das colonias

A52-4

A53-1 A53-7 A53-6

A53-9 A53-2 A53-8B A53-8A




AS52-6

Fonte: Autoral

A53-11

AS53-5A

5.3 Identificacio molecular dos morfotipos

A53-3 A53-4

A53-5B

Dos 33 morfotipos isolados submetidos as metodologias de extragdo e PCR,

resultou-se em 13 amostras aptas ao sequenciamento. Uma delas n3o resultou em um

sequenciamento de qualidade, gerando, portanto, 12 isolados sequenciados, com uma cobertura

de 769 a 1107 pares de base do gene RNAr 16S (Tabela 1).

Tabela 2 — Estirpes identificadas por sequenciamento do gene RNAr 16S

Estirpe

AS51-2

A51-3

AS52-1

A52-2

Identificaciao

Dermacoccus sp.

Bacillaceae

Bacillus sp.

Paenibacillus sp.

Espécie mais
relacionada no
GenBank
(Consenso ID)
Dermacoccus
nishinoiyaensis
Cytobacillus kochii;
Bacillus sp.;
Neobacillus
pochoensis
Bacillus mycoides;
B. cereus;

B. paranthracis
Paenibacillus sp.
HS16-12;

P, radicibacter

Numeros de

ID Tamanho
%) (ob) Acesso
° Genbank
99,89% 873 CP147844.1
OR431994.1;
100% 898 MH671860.1;
KX981403.1
MN710438.1;
100% 1077 KU160382.1;
ON150906.1
99,60%:; - AM162321.1;
98,89% OP402864.1




AS52-5

A53-5A

A53-5B

AS53-6

A53-8B

AS53-10

A53-15

AS53-19

Kocuria sp.

Microbacteriaceae

Microbacteriaceae

Leifsonia sp.

Microbacteriaceae

Mycobacteriaceae

Jatrophihabitans

sp.

Microbacteriaceae

Kocuria palustres;
K. assamensis
Orlajensenia flava;
Microbacterium sp.;
Microterricola sp.;
Leifsonia sp.;
Cryobacterium sp.
Orlajensenia flava;
Microbacterium sp.;
Microterricola sp.;
Leifsonia sp.;

Cryobacterium sp.

Leifsonia

shinshuensis;

L. aquatica;
L. virtsii;
L. lichenia;

L. xyli

Leifsonia aquadtica;

Lysinimonas sp. LM-

2018

Mycobacterium sp.

FI11033;

Mycolicibacterium
madagascariense

Jatrophihabitans sp.

L2.3 R 3

Orlajensenia flava;
Microbacterium sp.;
Microterricola sp.;

Leifsonia sp.

100%

98,91%;
97,92%;
97,82%;
97,43%;
97,03%
98,83%;
97,98%;
97,86%;
97,47%;
97,06%

100%;
100%;
99,88%;
99,88%;
99,88%

100%

99,53%;
99,24%

98,95%

98,73%;
98,10%;
97,73%;
97.,37%

1086

1010

1039

811

889

1057

953

1107

OP389235.1 ¢
MZ203713.1
0Z241748.1;
KF194339.1;
IN597284.1;
MN901216.1;
MW296059.1
NR_180471.1;
KF194339.1;
JN597284.1;
MN901216.1;
MW296059.1

MZ296758.1;
KC952983.1;
0Q836671.1;
KY908321.1;
OP986524.1

OL614685.1;
MG934602.1

JQ691552.1;
NR _104690.1

OR799528.1

07241748.1;
KF194339.1;
IN597284.1;
MN901216.1

Fonte: Autoral
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As bactérias encontradas estao divididas entre dois filos: Actinobacteria (9/12) e

Firmicutes (3/12), sendo a familia Microbacteriaceae a mais abundante, correspondendo a 50%

das cepas (6/12).

Apesar de algumas terem alto percentual de similaridade (> 97%) a nivel de espécie,

a propria natureza desta analise, utilizando apenas parte do gene 16S, s6 torna confidvel

identificacdes a nivel de género. Contudo, trés cepas de Microbacteriaceae s6 puderam ser
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registradas a nivel de familia. Este foi o caso de A53-5A, A53-5B e A53-19, que obtiveram

similaridades relativamente proximas com multiplos géneros da familia.

AS53-8B também obteve 100% de similaridade para outro género além de Leifsonia:
Lysinimonas. Enquanto A53-10 apresentou uma similaridade muito alta com

Mycolicibacterium (99,24%), apesar de ligeiramente maior com Mycobacterium (99,53%).

Por fim, também foi observado o mesmo percentual de similaridade entre os
géneros Cytobacillus, Neobacillus e Bacillus para A51-3, o que gera certeza apenas de sua

familia; Bacilaceae.
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6 DISCUSSAO

Dentre os 34 isolados da pele da 4. maranguapensis, metade foi identificada como
pertencente a familia Microbacteriaceae. O grupo pode ser encontrado em uma variedade de
ambientes terrestres e aquaticos, podendo se associar a plantas, animais, fungos, algas, além de

espécimes clinicos (EVTUSHENKO, 2015).

Com base na literatura cientifica, diversos representantes dessa familia ja
demonstraram alto potencial biotecnologico, incluindo a participagdo na estrutura de
bioagregados no tratamento de esgoto (DING et al., 2015) e a biodegradagcdo de
hidrocarbonetos poliaromaticos (KAVAMURA & ESPOSITO ef al., 2010), além de atividades
antibioticas (WANG et al., 2021) e antitumorais (VALLIAPPAN, SUN & LI, 2014).

Além disso, algumas bactérias da familia Microbacteriaceae associadas a plantas ja
demonstraram  ser  promotoras de  crescimento  vegetal (HAMMEDI &
MOHAMMADIPANAH, 2015), enquanto um Curtobacterium isolado do solo ja foi registrado
com agao celulolitica (KOECK et al., 2014). Ambos os atributos sdo valiosos na perspectiva
biotecnoldgica. Tendo em vista que A. maranguapensis ¢ uma ra profundamente associada a
plantas (CASSIANO-LIMA et al., 2011), que costuma habitar a serrapilheira (ARAUJO et al.,
2023) e que tem um microbioma cutaneo profundamente associado ao ambiente a sua volta
(RODRIGUES, 2025), o isolamento das microbactérias do presente trabalho ¢ um avango na

exploragdo dessas cepas e das suas possiveis aplicagdes biotecnoldgica.

Esse grupo de actinobactérias também pode estar associado a sistemas cutanteos,
com espécies descritas e ja cultivadas da pele humana (BOXBERGER et al., 2021;
BOXBERGER et al., 2023). A espécie Microbacterium oxydans ja foi isolada da pele do peixe
Salvelinus fontinalis, e foi testada em consorcio contra a doenca fingica columnaris, reduzindo
a mortalidade em quatro familia diferentes de peixe, o que configura um potencial probiotico
para esses microrganismos (BOUTIN et al., 2012). A possibilidade de uma microbactéria com
potencial antifingico e capaz de agir como probidtico reforca a importancia de se estudar as
estirpes da familia Microbacteriaceae recém-isoladas, especialmente no contexto da

quitridiomicose.

Estudos que avaliam o microbioma da pele de anfibios j4 registraram representantes
dessa familia (PROENCA et al.,, 2021; TONON et al., 2021; RAJPUT, ZHOU &
MEEGASKUMBURA, 2021). Alguns deles, inclusive, quando avaliados contra o Bd,

apresentando microbactérias inibidoras e facilitadoras do crescimento do fungo (HOLDEN et
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al., 2015). Em Becker et al. (2015), o género Microbacterium teve a maior propor¢do de
isolados que contribuiram com o crescimento do Bd, em meio a 450 isolados de 67 anuros
distribuidos em 11 espécies diferentes. Isso indica que essas bactérias podem nao representar
os melhores artificios contra o quitridio, mas t€ém o potencial de ajudar no entendimento da

infeccdo em si, como a sensibilidade diferencial das espécies ao Bd.

Leifsonia faz parte da familia Microbacteriaceae, podendo estar associada a animais
e plantas, além de incluir espécies oportunistas e patogénicas (EVTUSHENKO, 2015), como ¢
o caso de L. xyli, um patéogeno obrigatério e restrito da cana-de-acicar (MONTEIRO-
VITORELLO et al., 2004). Ja L. aquatica, a espécie tipo do género, foi inicialmente isolada de
agua destilada, sendo conhecida por inimeros registros de infec¢des oportunistas em pacientes
imunossuprimidos, especialmente através de cateteres contaminados (CARVALHO et al.,

2021).

Assim como outros exemplos da familia, representantes do género Leifsonia podem
ter propriedades uteis para a industria. Um exemplo se encontrar no trabalho de He et al. (2022),
onde uma Leifsonia, que havia sido isolada de uma larva, produziu uma Beta-glucosidase
tolerante a inibigdo por glicose, caracteristica relevante para o processamento de alimentos,
bebidas e biocombustiveis. Enquanto Velmurugan et al. (2015) isolou uma espécie de Leifsonia
da minhoca Eisenia fetida, e o microrganismo se demonstrou sintetizador de celulose
bacteriana, universalmente almejada e 1til para as induastrias alimenticia, téxtil, médica,
ambiental e papeleira. Os dois exemplos além de evidenciarem a importancia de se estudar
exemplares do género, também demonstram a possibilidade dessas bactérias estarem associadas

a animais, como as cepas isoladas no presente trabalho.

Contudo, esse género ja foi identificado anteriormente na pele de anfibios. Costa et
al. (2016) registrou a microbactéria em Pelophylax perezi de ambiente contaminado por metais.
Ja Piccinni et al. 2021 identificou o género dentre os mais abundantes em um anuro estritamente
aquatico: Xenopus laevi. Entretanto, diferente de outros membros da familia, a literatura ndo
tem Leifsonia como um microrganismo eficaz contra o Bd (LOYAL et al., 2024). Também vale
ressaltar que o género foi identificado com uma abundéncia acima de 7% na folha de Vrisea
cearensis, regularmente utilizada por A. maranguapensis durante sua reprodugdo

(RODRIGUES, 2025). Isso pode indicar a origem das cepas registradas no presente trabalho.

Vale mencionar que “Leifsonia” ndo ¢ um grupo historicamente coerente. Apesar

de haverem espécies filogeneticamente bem relacionadas, formando o grupo “Leifsonia sensu
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stricto”, como L. aquatica, L. xyli, L. shinshuensis e L. naganoensis, existem outras que se
encontram distribuidas de forma polifilética (EVTUSHENKO, 2015). Essas, que nao
contribuem para a formacao de um grupo coerente, vém sendo atribuidas a géneros diferentes,
como ¢ o caso de L. ginsengi e L. pindariensis, convertidas, respectivamente, a Herbiconiux
ginsengi (BEHRENDT et al., 2011) e Microterricola pindariensis (DHOTRE et al., 2017).
Outro exemplo ¢ o trabalho de Jang et al. (2013), que isola um género novo do solo, sendo
Lysinimonas soli a espécie tipo, € entdo transfere a espécie Leifsonia kribbensis para esse género

(Lysinimonas kribbensis).

Atualmente, apos outras atualizacdes (HEO et al., 2019; LEE et al., 2021),
Lysinimonas corresponde oficialmente apenas a sua espécie tipo. Contudo, hé outras possiveis
espécies novas no banco de dados do GenBank, identificadas apenas a nivel de género. A53-
8B obteve 100% de similaridade com duas delas, com os seguintes nimeros de acesso:
MG934602.1 e MG934606.1. Caso a cepa seja realmente desse género, este seria o primeiro
registro da bactéria em pele de anfibio. Além disso, ela poderia ter algum potencial
agroecologico, semelhante a Lysinimonas sp. M4, uma estirpe isolada da rizosfera de Pinus

thunbergii que apresentou atividade nematicida contra o parasita Bursaphelenchus xylophilus

(SUN, et al., 2022).

Apesar de A53-5A, A53-5B e A53-19 s6 poderem ser identificadas com confianga
apenas a nivel de familia, as trés cepas tiveram os maiores percentuais de similaridade com a
bactéria Orlajensenia flava. Essa espécie foi primeiramente descrita como Glaciibacter flavus,
isolada de amostras de liquens (AN et al, 2020). Bactérias associadas a liquens sdo
potencialmente responsaveis pela aquisigdo de nutrientes para o nicho simbidtico,

especialmente nitrogénio e fosforo (BATES et al., 2011).

Ainda no filo Actinomycetota, A53-15 apresentou o maior percentual de
similaridade para Jatrophihabitans sp., uma bactéria que se demonstrou um dos géneros mais
abundantes na pele de A. maranguapensis por analises independentes de cultivo
(RODRIGUES, 2025), representando o Unico registro desse microrganismo associado a pele de
um anfibio. Este ¢ um género inicialmente descrito com uma espécie tipo endofitica:
Jatrophihabitans endophiticus (MADHAIYAN et al. 2013), e, desde entdo, diversas novas
espécies tém sido descobertas associadas a solos, rizosferas e tecidos de plantas (SUH et al.,
2024; JIN et al., 2015; GONG et al., 2016; KIM et al., 2015; LEE et al., 2018). Rodrigues

(2025) também identificou o género na superficie das folhas das bromélias habitadas pela ra,
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possuindo uma abundancia ainda maior nesse microbioma, o que pode indicar uma possivel

origem da bactéria.

Em adi¢do, A. maranguapensis nao € o primeiro exemplo de uma associagdo entre
Jatrophihabitans e um membro da fauna. O género ja foi identificado no conteudo intestinal do
peixe Ctenopharyngodon idella (ZHAO et al., 2022) e em amostras cloacais do pdssaro
Melospiza melodia (VAZIRI et al., 2021), dois animais cuja dieta envolve espécies vegetais, o
que pode indicar a origem dessas bactérias no trato digestivo dos mesmos. Além disso, a relagdo
de Jatrophihabitans com animais também pode ser desarmdnica. O trabalho de Barros (2023)
correlacionou negativamente a presenca de Jatrophihabitans ¢ a densidade populacional do
nematodeo parasita de plantas Meloidogyne javanica, além de identificar uma correlacao
positiva do género com pardmetros de crescimento vegetal, o que também demonstra o

potencial agricola e ecoldgico do microrganismo.

AS53-10 apresentou a maior similaridade com uma bactéria do género
Mycobacterium, majoritariamente encontrado como microrganismos de vida livre em dgua e
solo. Contudo, o género ¢ largamente conhecido e estudado pelo seu potencial patogénico,
protagonizando doengas caracterizadas por lesdes granulomatosas nos tecidos, como € o caso

da tuberculose, causada por Mycobacterium tuberculosis e da lepra, Mycobacterium leprae

(MAGGE & WARD, 2015).

Rodrigues (2025) registrou o género Mycobacterium tanto na pele de A.
maranguapensis quanto no fitotelmo de Vrisea cearensis, a agua acumulada nas axilas da
bromélia. Existem inimeras espécies mycobacterianas que podem infectar animais pela agua,
incluindo humanos, anfibios e répteis (MABONI, PRAKASH & MOREIRA). No caso dos
anfibios, a mycobacteriose desenvolve-se lentamente, podendo se manifestar na pele através de
lesdes miliares, especialmente nos digitos e na boca (DENSMORE & GREEN, 2007). Dado
que o género nao costuma aparecer de forma simbidtica nesses animais, esses registros podem
representar uma possivel ameaca adicional a fragil populagao de A. maranguapensis. Portanto,

se faz necessaria uma investigagdo maior a respeito dessa questao em futuros trabalhos.

Contudo, “Mycobacterium” nao ¢ a Unica possibilidade de género para A53-10.
Houve uma similaridade quase tao alta para Mycolicibacterium, um dos outros quatro géneros
separados de “Mycobacterium” por Gupta, Lo & Son (2018). O trabalho definiu
Mycolicibacterium como um género primariamente ambiental, diferente de Mycobacterium,

que representa a maioria das myobactérias patdgenas de humanos. Além disso, os cinco géneros



38

sdo divididos em dois grupos geralmente aceitos: mycobactérias de crescimento lento,
necessitando de mais de sete dias para formar colonias, e as de crescimento rapido, que
precisam de até sete dias. Dado que A53-10 foi isolada de uma amostra ambiental, e que formou
colonias em torno de trés dias, o pertencimento da cepa ao género Mycolicibacterium ¢ uma
hipdtese convincente, que podera ser comprovada com um estudo mais aprofundado. E isso ndo
eximiria o possivel papel patogénico da estirpe para anfibios, uma vez que o género ja foi
relacionado a infecgdes em outras espécies da herpetofauna (MURILLO et al., 2024;
GONZAGA et al., 2024)

Em adicdo, Mycolicibacterium tem demonstrado alto potencial biorremediador,
degradando hidrocarbonetos poliaromaticos (YANG et al., 2021; AHMAD et al., 2025),
oxitetraciclina (XIA et al., 2023) e apresentando genes associados ao catabolismo de derivados
do plastico (JIMENEZ et al., 2025). As suas propriedades nio-patogénicas a seres humanos
também tornam o género util na area da saude. Mycolicibacterium smegmatis, por exemplo,
serve como um modelo muito mais preciso para estudar mycobacteriosis, em comparagdo com
a classica E. coli (SPARKS et al., 2023). Ja Mycolicibacterium brumae tem o potencial de se
envolver em possivel tratamento para cancer de bexiga, superando em termos de seguranca e
toxicidade o tratamento convencional que utiliza Mycobacterium bovis (BACH-GRIERA et al.,
2020). Essas questdes levantam o potencial biotecnoldgico da estripe A53-10 que pode ser

explorado futuramente.

Para A52-5, hd confianga a nivel de género: Kocuria. As espécies do grupo sao
reconhecidas como comensais da pele e mucosas humanas, podendo se envolver em infecgdes
oportunistas em pacientes imunossuprimidos (SAHIN, AY & HAYRETTIN, 2015; ZIOGOU et
al., 2023). Essas interagdes podem ocorrer também com animais silvestres, uma vez que uma
espécie de Kocuria ja foi registrada em uma lesdao de pele da serpente Epicrates angulifer. A
estirpe se demonstrou multirresistente a antibidticos, representando um potencial patogeno de
animais silvestres (MARQUES et al., 2023). Ja o trabalho de Abarca et al. (2021) testou as
bactérias cultivaveis da pele de 12 espécies de anuros contra uma cepa hipervirulenta do Bd
(Bd-GPL-2), registrando o género Kocuria com atividade contra o fungo. Isso pode indicar o

papel de A52-5 ndo s6 como comensal, mas como parte da defesa de 4. maranguapensis.

Apesar de nao haver certeza a nivel de espécie, houve 100% de similaridade com
iniimeras sequéncias de Kocuria palustres, uma bactéria originalmente isolada do rizoplano de
Typha angustifolia (KOVACS et al., 1999). Uma cepa dessa bactéria ja foi identificada com

genes para redutases de arsenatos, podendo contribuir com a biorremediagdo de solo e agua
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(VITAL et al., 2018), enquanto outra, isolada do solo da Caatinga, se demonstrou produtora de
um raro carotenoide com propriedades antioxidantes e fotoprotetoras (MENDES-SILVA et al.,
2021). A53-5 também teve similaridade total com algumas sequéncias de Kocuria assamensis,
uma espécie que ja foi registrada com alto potencial de degradagao de pesticidas em solos
contaminados (MEHTA et al., 2021). Tais exemplos podem apontar futuros estudos com essa

cepa.

Finalizando o filo Actinomycetota, A51-2 foi identificada como pertencente ao
género Dermacoccus, conhecido por ser uma bactéria comensal da pele, podendo até servir
como um biomarcador da dermatite atdopica, uma vez que a condi¢do leva a reducdo da
abundancia do género (KOH, ONG & COMMON, 2022). E ndo s6 na pele humana esse
microrganismo pode ser comensal. Ellison et al. (2019) identificaram Dermacoccus como o
segundo género mais abundante no niicleo do microbioma cutineo do anuro Plectrohyla. Srut
et al. (2019) também demonstraram a associa¢do de Dermacoccus com a fauna, mas nao na
pele, e sim no intestino do anelideo Lumbricus terrestris. O trabalho demonstrou a utilidade do
género como bioindicador de metais pesados, uma vez que sua abundancia aumentou durante

tratamentos com cadmio.

Além de sequéncias identificadas apenas a nivel de género, A51-2 obteve alta
similaridade com sequéncias de Dermacoccus nishinomiyaensis. A espécie ja possui um
histérico como patogeno oportunista (TANAKA et al., 2019; JORON et al., 2019; TRIGUYA
et al., 2023), contudo a mesma também tem alto potencial clinico, em razdo da producao de
manosinas, compostos que ja tiveram atividades antivirais, antifungicas, antiparasitarias, anti-
inflamatorias e antitumorais reportadas (ALMATAR et al., 2017). Além disso, D.
nishinomiyaensis ¢ uma espécie de Kocuria ja foram usados em consorcio com o fungo
Nocardiopsis lucentensis para a remoc¢ao de fenol da dgua do esgoto de Beni-Suef, Egito
(HASSOUNA, ABDEL-TAWAB & ABDEL-ALEEM, 2024), evidenciando o potencial dos

dois géneros em conjunto para a biorremediagao.

Entrando nas estirpes do filo Bacillota, A52-2 foi identificada como um
Paenibacillus, uma bactéria tipica de solo que contribui com a compostagem da matéria
organica (PRIEST, 2015). Contudo, o género também ja foi registrado na pele de anfibios
(PROENCA et al.,2021), além de se demonstrar um dos mais abundantes nos ninhos de espuma
de trés espécies de leptodactylideos (MONTEIRO et al., 2023). Representantes de
Paenibacillus isolados da pele de anfibios ndo s6 ja demonstraram agao antifingica (LAUER

et al., 2008; SUSILAWATI et al., 2021), como j4 inibiram o crescimento do Bd (HARRIS et
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al., 2006). Além disso, o género ¢ conhecido por suas aplicagdes em diversos setores, como na
industria agricola e médica (GRADY et al., 2016). Isso demonstra multiplos potenciais para a
estirpe em questao, em especial a capacidade de inibir o fungo quitridio, que podera ser testada

futuramente.

A familia Bacillaceae contou com duas estirpes: A52-1 e A51-3. A primeira ¢ do
género Bacillus, largamente conhecido e diverso, geralmente bem cultivado em meios
complexos de rotina, como agar nutriente ¢ TSA (LOGAN & VOS, 2015). O género tem
inumeras utilidades, suas proteases sdo aplicadas nas industrias té€xtil, farmacéutica, alimenticia
e de detergentes (CONTESINI, MELO & SATO, 2017). Além disso, diversos antimicrobianos,
incluindo antifingicos, ja foram isolados de espécies de Bacillus (MONGKOLTHANARUK,
2012). Um exemplo ¢ B. thurigiensis, utilizado como biopesticida, que teve seus compostos
organicos volateis testados contra o Bd, resultando na inibi¢do de crescimento do quitridio
(KLOSER, STOCKTON & WEEKS, 2024). Bacillus também ja foram registrados como
comensais da pele de anfibios, sendo identificados tanto como inibidores de Bd (HARRIS et
al., 2006; LOUDON et al., 2014), quanto de outros fungos potencialmente prejudiciais a esses
animais (LAUER et al., 2008).

AS52-1 apresentou 100% de similaridade com sequéncias registradas apenas a nivel
de género, com uma de B. cereus e uma de B. paramycoides. Contudo, essa mesma similaridade
se deu com multiplas sequéncias de B. mycoides, uma espécie encontrada principalmente em
solo (LOGAN & VOS, 2015). O trabalho de Magalhaes (2016) estudou as bactérias cultivaveis
do ranideo Pelophylax perezi, incluindo uma cepa de B. mycoides. O estudo ndo s6 demonstrou
a atividade antibiotica da estirpe, como a usou como probidtico para a prote¢do de girinos em
solucdo com a patogénica Aeromonas salmonicida, reduzindo a mortalidade dos animais.
Futuros estudos com A52-1 podem verificar tanto o seu potencial anti-Bd, quanto a capacidade

de utilizar a cepa como probidtico no contexto da quitridiomicose.

Ja A51-3 apresentou maxima similaridade com trés géneros filogeneticamente
proximos: Bacillus, Cytobacillus e Neobacillus. Os trés s6 foram separados de “Bacillus™ a
pouco tempo, pelo trabalho de Patel & Gupta (2020). Neobacillus ja foi registrada em diversos
ambientes, de rizosferas (SANTOYO, 2021) a pele de morcegos (COLLEY, 2022). Alguns
estudos demonstraram a sintese de enzimas de interesse para a industria no género (EJAZ et
al.,2023; RASHID et al., 2024), além de nanoparticulas com acao antibiotica e anticancer (EL-
SAPAGH et al., 2024) e antifungicos (ROUTHU et al., 2021). Enquanto Cytobacillus ja

demonstrou potencial como probidtico humano (YADAV et al., 2022), detoxificador de
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agroprodutos (YANG et al., 2023), degradador de poluentes derivados do petroleo (PANDEY
et al., 2025), biocontrolador de nematddeos parasitas de plantas (PIRES et al., 2022) e na
biocimentagdo (MOQSUD & GOCHI et al., 2023), além se envolver na sintese de
nanoparticulas com atividade catalitica, antimicrobiana e antioxidante (VADIVEL et al., 2023).
Portanto, tais informagdes demonstram a importancia de fazer estudos mais aprofundados que

estabelecam o taxon de A51-3 e explorem seu potencial biotecnoldgico.

7 CONCLUSAO

A pele de A. maranguapensis apresenta bactérias cultivaveis que foram identificadas
como pertencentes a géneros ja relatados por estarem amplamente presente em amostras
ambientais, como espécies caracteristicas de solo e outras conhecidamente associadas a plantas.
Aliteratura demonstra o potencial ndo so biotecnoldgico dessas estirpes, mas também a possivel
contribui¢do delas com a saide do anfibio, com a produgdo de antimicrobianos, o que pode

incluir antifingicos e, mais especificamente, metabolitos anti-Bd.

Faz necessario estudos mais aprofundados que busquem explorar esses potenciais,
podendo elucidar os mecanismos de interacdo entre essas bactérias e seu hospedeiro anfibio,
bem como desenvolver produtos de interesse biotecnoldgico, o que pode incluir probidticos

para uma terapia bacteriana contra o fungo quitridio.
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