(Z -y
= =)
\r w/
{ ", N 5 Mestadoem ()
\
Y, I BIO|09I3§Z

CEUMA ~Microbiana
CEiVeneloAne UNIVERSIDADE CEUMA - UNICEUMA

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO, PESQUISA E EXTENSAO
COORDENACAO DO MESTRADO EM BIOLOGIA MICROBIANA

ERIMA JOYSSIELLY MENDONCA CASTRO PEREIRA

BIOPROSPECCAO MICROBIANA DE AREA DE MANGUEZAL PARA
UTILIZACAO AGROPECUARIA

SAO LUIS - MA
2021



'V -l
.’.— 7-\.'.
\# =/
L /s
\Q ’4@\‘ : Mestrado em @
=() Ar- . .
Biolo |aEZ

CEUMA - Micrgbiana

UNIVERSIDADE

ERIMA JOYSSIELLY MENDONCA CASTRO PEREIRA

BIOPROSPECCAO MICROBIANA DE AREA DE MANGUEZAL PARA
UTILIZACAO AGROPECUARIA

Dissertacdo apresentado ao Programa de
Pdés-Graduacdo em Biologia Microbiana
como requisito para obtencdo do titulo de
Mestre em Biologia Microbiana pela
Universidade CEUMA.

Orientadora: Profé.Dr2, Rita de Cassia
Mendonca de Miranda

Coorientador: Dr. Luis Claudio Nascimento
Silva.

SAO LUIS -MA
2021



@ Biolo ia;\\ﬁ;i

CEUMA : Micrgbiana

UNIVERSIDADE

FOLHA DE APROVACAO

Defesa da dissertacdo de mestrado de Erima JOyssielly Mendonca Castro Pereira,
intitulada: Bioprospeccdo Microbiana de Area de Manguezal Para Utilizag4o
Agropecudria, orientada pela Professora Dr2. Rita de Cassia Mendonca de Miranda,
apresentado a banca examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pds-
Graduacdo em Biologia Microbiana da Universidade CEUMA, no dia 06 de agosto de

2021. Os membros da Banca Examinadora consideraram a candidata

BANCA EXAMINADORA

Dr.2 Flavia Virginia Ferreira de Arruda
Universidade Federal de Pernambuco-UFPE (Membro externo)

Dr.2 Juliana Ribeiro Alves dos Santos
Universidade CEUMA (Membro interno)

Dr. Luis Claudio Nascimento Silva
Universidade CEUMA (Mémoria)



DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao Deus criador, dono de
toda ciéncia, a minha familia, em especial, meus
pais Mariano Pinheiro Castro e Maria José
Mendongca Castro que sempre foram meus
maiores incentivadores e ao meu esposo Carlos
Drielson da Silva Pereira, meu porto seguro e

melhor amigo nessa jornada chamada vida.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus pelo dom da vida, amor, misericddia e gragca a mim

concedidos de forma incondicional. Por todas permissdes e desafios encontrados no

caminho, atraveés dos quais tentei, errei, recomeceli, cresci, acertei e amadureci. Pela
salde e fé que jamais me faltaram para enfrentar as adversidades e manter o foco, certa

de que jamais estive sozinha.

Abaixo do Criador, agradeco a meu querido e estimado esposo por dividir suas
conquistas e inspirar-me a ser melhor diarimente; por segurar minha mao, alegrar meus
dias dificeis e lutar com bravura ao meu lado. Da mesma forma, agradeco aos meus
amados e honrosos pais Mariano Pinheiro Castro e Maria José Mendoncga Castro que
nunca mediram esforgos para investir em todas as areas da minha vida, ainda que com
algumas dificuldades, jamais deixaram de ser meus maiores incentivadores. Por terem
acreditado mais uma vez em mim e estado ao meu lado todos os dias, sendo as pessoas
com quem sempre posso contar: minha eterna gratiddo a vocés que serdo sempre meus

maiores professores.

A minha preciosa e valente irma Erica Joysse Mendonca Rocha, que até nos dias mais
corridos sempre estendeu sua médo para me ajudar, assim como sua admiracao e todo
seu cuidado, que certamente fazem de mim alguém especial: tenho a honra e privilégio
de aprender com vocé. Estendo minha gratiddo a toda familia e amigos que apoiaram e
acompanharam essa trajetdria, em especial, Ana Victdria Pereira Pinheiro e minha

parceira de pesquisa Erika Amorim, que inimeras vezes colaborou com meu trabalho.

Agradeco ainda, a todos os professores que contribuiram para minha jornada académica
até o presente momento. Em especial, prof. Dr. Paulo César Mendes Villis pelas
oportunidades a mim concedidas no inicio de minha jornada cientifica: Suas
contribui¢cbes me prepararam para chegar até aqui e jamais serdo esquecidas. Grata aos
prezados Sr. Hélio, Sr. Marinaldo e Sra. Lucia, funcionarios da universidade CEUMA

que facilitam nosso trabalho.

Estendo meus agradecimentos, com carinho especial, a admiravel Profé.Dré, Rita de
Céssia Mendoncga de Miranda que com suas orientagdes, lapidou-me com louvor, de tal
maneira que jamais duvidou do meu sucesso desde o inicio de minha graduagéo, bem

como do processo seletivo do mestrado, até minha defesa. Declaro abertamente que



minha orientadora, € a personificacdo da atuagdo profissional por mim um dia
idealizada e, portanto, sinto-me orgulhosa, apadrinhada e satisfeita sob sua orientagéo:
serei eternamente grata por tamanho privilégio.
Por fim, agradeco a universidade CEUMA e a FAPEMA pela oportunidade e apoio

financeiro conferidos para concretizacdo desta pesquisa.



RESUMO

O manguezal é um ecossistema rico, que embora seja limitante para o
crescimento microbiano devido a sua dinamica de transicdo, contém
microrganismos com habilidades de sobrevivéncia interessantes no contexto
biotecnolégico. Visando a de busca por compostos bioativos com potencial
biopesticida, objetivou-se selecionar microrganismos isolados de sedimento
carrapato bovino. As amostras de sedimento coletadas para isolamento
microbiano foram caracterizadas quanto aos parametros fisico-quimicos
abrangendo granulometria, teor de matéria organica, pH e umidade. Os
sedimentos nos pontos amostrais apresentaram-se, em sua maioria, “Areia
Fina a Média Siltosa a Argilosa”. Do isolamento microbiano obtiveram-se 19
isolados que foram observados macro e microscopicamente, e identificados
por técnicas classica e molecular, resultando em 17 bactérias e 2 fungos
filamentosos. Foi realizada a extracdo de metabdlito secundéarios por técnica
liquido-liquido utilizando solvente Acetado de Etila para obtencédo do analito
desejado, com rendimento satisfatorio. As atividades biologicas foram
realizadas utilizando cinco fitopatdégenos: Fusarium solani (Fpl), Fusarium
oxysporum (Fp2), Macrophomina phaseolina (Fp3), Rhizoctonia solani (Fp4),
e Sclerotium rolfsii (Fp5). O ensaio em meio soOlido proporcionou a
visualizacdo de halos de inibicdo, que também foram observados no ensaio
em meio liguido, no qual destacou-se a bactéria Serratia marcescens (B038).
Dos 19 isolados, 9 tiveram bom desempenho em ambos 0s ensaios. Em
seguida, realizou-se a investigacdo de quitinase e avaliacdo dos extratos frente
a carrapato bovino. Nesta etapa, 4 isolados se apresentaram promissores como
biopesticidas. Para se entender qual mecanismo de acdo nas células dos
patdgenos, realizou-se a observacdo da alteracdo micromorfoldégica dos
indculos expostos aos liquidos metabdlicos, que culminou na inibicdo da
esporulacdo e germinacdo dos fitopatdgenos. Para avaliar o grau de
comprometimento que o metabdlito causava ao inseto na fase larval, realizou-
se também teste em modelo alternativo (Tenebrio molitor), utilizando-se
relacdo teste-controle obtendo como resultado baixo comprometimento larval
da maioria dos metabdlitos secundarios. Portanto, podemos inferir atravées
desses resultados que o manguezal € um ambiente propicio para isolamento
de microrganismos com atividades bioldgicas que os tornam promissores para
controle biolégico.

Palavras-chave: Bioprospeccdo microbiana, Controle biolégico,
Metabdlitos secundarios, Manguezal, Fitopatdgenos.



ABSTRACT

The mangrove is a rich ecosystem, which although it is limiting for microbial
growth due to its dynamic transition, contains microorganisms with interesting
survival abilities in the biotechnological context. In view of the need to search
for bioactive compounds with biopesticidal potential, we aimed to select
microorganisms isolated from mangrove sediment with activity against
agricultural pathogens and bovine ticks. The sediment samples collected for
microbial isolation were characterized as to physicochemical parameters
including granulometry, organic matter content, pH and humidity. The
sediments in the sample points were mostly "fine to medium silty to clayey
sand”. From the microbial isolation 19 isolates were obtained that were
observed macro and microscopically, and identified by classical and molecular
techniques, resulting in 17 bacteria and 2 filamentous fungi. The extraction of secondary
metabolites was performed by liquid-liquid technique using ethyl acetate solvent to
obtain the desired analyte, with satisfactory yield. The biological activities were
performed using five phytopathogens: Fusarium solani (Fpl), Fusarium oxysporum
(Fp2), Macrophomina phaseolina (Fp3), Rhizoctonia solani (Fp4), and Sclerotium
rolfsii (Fp5). The assay in solid medium provided the visualization of inhibition halos,
which were also observed in the liquid medium assay, in which Serratia marcescens
(B08) stood out. Of the 19 isolates, 9 performed well in both assays. Next, chitinase was
investigated and the extracts were evaluated against bovine ticks. In this step, 4 isolates
showed promise as biopesticides. To understand the mechanism of action in pathogen
cells, the micromorphological alteration of the inocula exposed to the metabolic liquids
was observed, which culminated in the inhibition of sporulation and germination of the
phytopathogens. To evaluate the degree of impairment that the metabolites caused to the
insect in the larval stage, we also performed tests in an alternative model (Tenebrio
molitor), using a test-control relationship, obtaining as a result low larval impairment of
most of the secondary metabolites. Therefore, we can infer through these results that the
mangrove is a suitable environment for the isolation of microorganisms with biological
activities that make them promising for biological control.

Keywords: Microbial bioprospecting, Biological control, Secondary metabolites,
Mangroves, Plant pathogens.
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1. Introducéo

A agropecuaria € um dos setores que mais impactam sobre a economia,
visto que, abrange varios recursos de interesse comercial. (JUNIOR, 2017;
JOLYet al., 2019). Dentre os desafios associados a sua produtividade esta o
controle de pragas que afetam as lavouras e criagcdes de animais (JUNIOR et
al., 2018; SALES, 2021).

Organismos fitopatogénicos e carrapatos sdo inimigos em potencial da
producdo, pois ambos afetam e reduzem ndo s6 em numeros, mas a
qualidade dos insumos agricolas e pecuarios (GOUDA et al., 2016; SILVA,
2021). Alternativas para controle de pragas e reducéo de perdas se tornam
cada vez mais relevantes, bem como o desenvolvimneto de pesquisas que
garantam resolucdo de problematicas como essa (SIMONATO et al. 2014;
ZAMOUN et al., 2017).

A natureza, é fonte e base para novas pesquisas e desenvolvimento de
ferramentas sustentaveis e eficientes, visto que, € um recurso para
descobertas de novos compostos biologicamente ativos, resultantes da
diversidade quimica existente nos seres vivos, que por sua vez, asseguram a
biodiversidade através das suas relacdes de interagdo com ambiente no qual
estdo inseridos (BUTLER et al., 2014; BROWN; WRIGHT, 2016;).

Os manguezais sdo caracteristicos de regides tropicais e subtropicais
que compreendem uma &rea de transicdo entre os ambientes terrestre e
marinho, sujeita ao regime de marés (BLOTTA et al., 2016; DIAS et al.,
2017). S&@o ecossistemas ricos, porém limitantes para o crescimento
microbiano devido a sua dinamica de transicdo, que os tornam ambientes
promissores para bioprospec¢do de microrganismos, que como estratégia de
adaptacdo desenvolvem habilidades de sobrevivéncia interessantes no
contexto biotecnolégico (ALMEIDA et al., 2014; PEREIRA; BARROS; DE
HOLANDA, 2019).

Estima-se que existam aproximadamente 18,1 milhdes de hectares de
manguezal no mundo (SCHAEFFER-NOVELLI, 2018). No Brasil, encontra-se
uma das maiores extensfes continua de mangue que se estende desde o Cabo
Orange no Amapa, até a foz do rio Ararangua, em Santa Catarina
(LOURENCGCO, 2017; AZEVEDO, 2018; LIMA et al., 2019). Dessa extensdo, o0s
estados Maranhdo, Par4 e Amapéa detém cerca de 50% da area de manguezais
do pais (ICMBIO, 2018; FRAGOSO, 2019).

No Maranhdo, as florestas de mangue sdo encontradas desde o municipio de
Carutapera, na costa ocidental do estado, estendendo-se da costa oriental até o
municipio de Tutoia. Os manguezais ocupam toda a faixa de terra abrangida pela foz
e margens de diversos rios, até o limite interno da influéncia de maré nas
reentréancias maranhenses (MOREIRA; BRITO; FILHO, 2015; VIEGAS et al.,



2019).

A biomassa microbiana encontrada em sedimentos de manguezal
apresenta um grande potencial biotecnolégico com alta aplicabilidade em
areas diversas, pois manifestam atividades antimicrobianas, antioxidante e
outros principios ativos com propriedades inibitorias frente a patdgenos
agricolas e clinicos (BONUGLI-SANTOS et al., 2015; PAULA, 2019). As
comunidades microbianas presentes no solo desempenham papel de grande
importancia no processo de ciclagem de nutrientes e na degradacdo de
matéria organica (MASON et al., 2014; XU, 2015).

Transformacbes de biomoléculas e liberacdo de compostos fruto do
metabolismo microbiano podem ocorrer oriundas a esses processos (MAIA,
2016; TOMLINSON,2016). O interesse industrial pela diversidade
bioguimica dos microrganismos é crescente e impulsionado pela producéo de
insumos de valor econ6mico através da bioprospeccdo que possibilita
identificar, avaliar, bem como explorar sistematicamente a diversidade
microbiana visando recursos genéticos para fins comerciais (ARUMUGAM et
al., 2017; KIELISZEK et al., 2017).

De acordo com Nandhini et al. (2018), as substancias produzidas pelos
microrganismos possuem papel fundamental no sucesso de seu
desenvolvimento e sua interacdo com o meio, podendo estar associadas ou
ndo ao crescimento microbiano. Sdo bases essenciais para o desenvolvimento
de novos antimicrobianos, pois muitas pesquisas atestam a capacidade dos
microrganismos inibirem o crescimento de outros organismos através de
substéancias bioativas produzidas (BONUGLI-SANTOS et al., 2015; SILVA,
2016; VILLARREAL-DELGADO et al., 2018).

Os metabdlitos primarios sdo indispensaveis para o desenvolvimento
dos microrganismos, Visto que, diz respeito a reagdes quimicas
indispensaveis para a vida da célula (NANDHINI et al., 2018). Por sua vez,
0s metabdlitos secundérios sdo compostos extracelulares secretados no meio
de cultura ao longo o crescimento como habilidade de sobrevivéncia, ndo
estando associados ao crescimento celular (DE ABREU; ROVIDA;
PAMPHILE, 2015; KUMAR et al., 2018). Estes, sdo importantes fontes de
compostos biologicamente ativos que podem ser utilizados como
biocontroles (MORAIS et al., 2014).

Segundo Simonato et al. (2014) e Sales (2021), ocontrole biolégico
fundamenta-se na utilizacdo de inimigos naturais para regular uma populacéo
de organismos (pragas). E uma alternativa sustentadvel que proporciona
vantagens, beneficios econdmicos aliados a preservacdo do meio ambiente
que culminam na reduc¢do do uso de agroquimicos e seus efeitos prejudiciais
a saude e equilibrio ambiental (JUNIOR et al., 2018; TOLOZA-MORENGO;
LIZARAZO-FORERO; URIBE-VELEZ, 2020).
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Tendo em vista a necessidade de busca por compostos bioativos
provenientes de microrganismos capazes de inibir agentes patogénicos este
trabalho objetiva a bioprospeccdo de microrganismos isolados de sedimento
do Mangue Seco localizado no municipio de Raposa-MA, e avaliacdo dos
isolados promissores quanto ao seu pontencial biocontrolador de organismos
fitopatogénicos na vertente agropecuaria.

2. Materiais e Métodos

2.1 Caracterizagdo da Area de Coleta

As amostras de sedimento utilizadas para este trabalho foram coletadas
na area que compreende o Mangue Seco (Figura 1), localizado no municipio
de Raposa — MA, estando este situado na mesorregido do norte maranhense a
30km da Capital S&o Luis, conforme as coordenadas 02° 25' 22" S 44° 06'
10" W.

Fig. 1. Localizacéo da Praia do Mangue Seco no Municipio da Raposa —
MA

Elementos do Mapa

A rontos de coleta
I Maranhao

Raposa

Fonte: Google Earth Pro (2018)
2.2 Coleta e Caracterizacdo fisico-quimica do Sedimento de Manguezal

Tendo em vista a sele¢cdo de microrganismos interessantes no contexto
biotecnoldgico, foram coletadas amostras de sedimento de maneira



sistematica em cinco pontos randomicamente selecionados e a uma
profundidade de aproximadamente 20cm. A identificagdo dos pontos dada
pela sigla “P” e por enumeragcdo, em ordem crescente, de 1 a 5, sdo
posteriormente seguida das respectivas coordenadas, conforme descrito na
Tabela 1. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos
hermeticamente fechados sendo, em seguida, encaminhadas para o
Laboratério de Ciéncias do Ambiente (LACAM) da Universidade Ceuma
para analisefisico-quimica e isolamento dos microrganismos.

Tabela 1. Coordenadas dos pontos de coleta

Pontos Coordenadas
p1 SO 2°=27’12.0”
W= 044° 09’ 34.0”
P2 SO 2°=27’10.0”
W= 044° 09’ 36.5”
P3 SO=2°27’ 08.5”
W= 44° 09 36.5”
P4 SO=2°2707,7"
W=44° 09 36.1”
P5 SO=2°2707.8”
W=44° 09’ 35.4”

As propriedades fisico-quimicas do sedimento foram analisadas
visando a associacdo destas com o0s microrganismos isolados. As analises
fisico-quimicas abrangeram a determinacdo da granulometria, teor de matéria
organica, pH e umidade baseada na metodologia recomendada por Alef
(1995). A avaliacdo granulométrica foi realizada através do método de
dispersdo total fundamentado na velocidade de queda das particulas
constituintes do solo. A matéria organica, por sua vez, deu-se por meio da
oxidacdo via uUmida com dicromato de potassio em meio sulflrico,
aproveitando-se o calor desprendido do acido sulfirico e/ou aquecimento
como fonte de energia. Em seguida, apds a oxidacao, é titulado com solucéo
padré@o de sulfato ferroso amoniacal (sal de Mohr), o excesso de dicromato.

O potencial hidrogenidnico (pH) foi avaliado mediante medicdo do
potencial com auxilio de eletrodo combinado imerso em suspensdo solo:
liquido (4gua, KCI ou CaCl2) na proporcdo 1:2,5. Por fim, através da
diferenca de massa Umida e seca foi analisada a umidade presente no
sedimento coletado, sendo todas as analises realizados em conformidade ao
manual EMBRAPA, (2011).

2.3 Isolamento e Identificacdo dos Microrganismos

16
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O isolamento dos microrganismos foi realizado de acordo com
metodologia preconizada por Clark (1965), onde 10g de sedimento séo
incorporados a 90mL de agua destilada esterilizada submetidos a agitacédo
vigorosa por 30 minutos e, posteriormente, diluidos seriadamente de 1:10 até
10:1000. Entédo, um volume de 0,1mL das diluicdes 10:100 e 10:1000 foram
inoculados em meios de cultura seletivos Muller Hinton Agar (para
isolamento bacteriano) e Sabouraud Agar (para isolamento flungico) pela
técnica de espalhamento, incubando as placas em seguida, a 28°C+2°C por até
05 dias. Posteriormente ao crescimento das colbnias, foram observadas as
caracteristicas macromorfoldgicas e realizada a purificacdo das colbnias
obtidas pela técnica de esgotamento e depois, repique destas para tubo de
ensaio para armazenamento em geladeira a 4°C até a completa identificagéo.

Os microrganismos isolados foram identificados por anélise
macroscopica baseada na forma das bordas, brilho, textura, cor e tamanho,
seguida da identificacdo micromorfoldgicapor técnicas classicas. Para
observacdo dos aspectos micromorfolégico dos fungos filamentosos foi
utilizada a técnica de microcultivo para observacdo das estruturas vegetativas
(hifas) e reprodutivas (esporos). As bactérias, por sua vez, foram
identificadas quanto a morfologia, arranjo e coloragdo tintorial de parede
celular, através dacoloracdo de Gram para 0s principais grupos bacterianos
conhecidos.

2.4 ldentificagdo molecular: Extracdo do DNA, Eletroforese e Sequenciamento

As amostras recém crescidas dos microrganismos foram incubadas por
2 horas em 2mL de PBS a 27°C e, em seguida, centrifugadas a 7500rpm por
10 minutos, tendo seus sobrenadantes descartados ap6s centrifugagdo. Em
seguida, o pellet foi resuspendido em 180uL de lizosina
(200pg/mL/mililitro), e incubado por 30 minutos a 37°C. Apoés esse tempo
foi adicionado 20uL de proteinase K e mais 200 pL de solucdo tampéo
Buffer AL (fornecido pelo fabricante), homogeneizado e incubado
novamente por 30 minutos a 56°C, e em seguida por mais 15 minutos a
95°C.

Apo6s centrifugagdo do material foi adicionado 200pL de etanol
absoluto, homogeneizado e centrifugado novamente. As amostras foram
transferidas para o Purification Kit (QIAmp DNA mini kit) e centrifugadas
por 1 minuto a 8000rpm. Posteriormente, o filtrado foi descartado e foram
adicionados 500uL de solugdo tampdo AW2 (QIAmp) e centrifugado por 3
minutos a 1400rpm. O filtrado foi descartado novamente e centrifugado por
1 minuto a 1400rpm, foi adicionado 50uL de solucdo tampdo Buffer AE
(fornecido pelo fabricante) e incubado por 1 minuto e centrifugado
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novamente por 1 minuto a 8000rpm. Essa Ultima etapa foi feita com uma
repeticdo. Apds esse processo, 0 DNA foi quantificado por densidade optica
em espectofotdmetro (NanoDrop® ND-1000UV-Vis) e congelado a -20°C.

Com o auxilio de uma micropipeta, as amostras foram aplicadas nos
pocos do gel de agarose imerso em solugcdo tampao TBE e a eletroforese ocorreu
por 40 minutos. Em seguida, o gel foi corado com solucdo para coloracdo de
&cido nucleico (0,1 pL/ml) da iniSafeDye (20.000X) por 40 minutos
protegido da luz para observacdo em transiluminador de luz ultravioleta.

O produto de PCR foi sequenciado e analisado através do
MegaSofware® e Blast (NCBI). A sequéncia do gene 16SrRNA obtida pelo
PCR foi analisada e alinhada manualmente com linhagens do género
encontradas no banco de dados GenBank / NCBI com Clustral-X. A arvore
filogenética foi construida usando MEGA versdo 7.0. A sequéncia foi
submetida a0 GENBANK/PUBMED e depositada sob o cédigo MT634691.

2.5 ExtracGes dos metabolitos secundarios por técnica Liquido-Liquido

Para extrair os metabolitos de interesse do mosto fermentado foi
utilizado o método de extracdo Liquido-Liquido conforme preconizado por
Trisuwan et al. (2008). Objetivando a producédo e secrecdo dos metabdlitos,
0s microrganismos testados foram cultivados em meio liquido durante 72h.
ApOs este periodo, o mosto obtido foi filtrado a vacuo e entdo separado o
liguido metabdlico, livre de células microbianas, que posteriomente foi
submetido a centrifugacéo e filtrado novamente em filtro de 22un, visando
assegurar a auséncia de células microbianas no extrato.

Visando a extracdo dos metabdlitos secundéarios, foram adicionados
25mL do extrato e 25mL de Acetato de Etila em um funil de decantacéo,
agitados vigorosamente e postos em repouso por 30 minutos. Em seguida, foi
separada a solucdo bifasica formada, na qual a fase contendo o Acetato de
Etila abrangeu o analito desejado e fora submetido a etapa de
evapotranspiracdo, na qual a solucdo volatil de Acetato de Etila foi
evaporada da vidraria permanecendo somente 0s metabdlitos secundarios
isolados. Este material foi entdo pesado e calculado o rendimento dado por
diferenca de massa.

2.6  Atividades bioldgicas

2.6.1 Fungos Fitopatdgenos

Os fungos fitopatdgenos utilizados neste trabalho foram obtidos da
colecdo de cultura de Fitopatégenos da Universidade Estadual do Maranhéo
(UEMA) e cultivados meio Batata Dextrose Agar (BDA), sendo das espécies



Fusarium solani (Fpl), Fusarium oxysporum (Fp2), Macrophomina
phaseolina (Fp3), Rhizoctonia solani (Fp4), e Sclerotium rolfsii (Fp5).

2.6.2 Atividade frente a fungos fitopatogénicos: Ensaio em Meio Solido

Os ensaios em meio solido foram realizados através do teste de
atividade antimicrobiana, como preconizado por Ichikawa et al. (1971)
fundamentado na difusdo do composto bioativo em &gar, conhecida também
como Método do Bloco de Gelose. Os microrganismos isolados foram
inicialmente cultivados em meio de cultura Agar Sabouraud (SAB) e Agar
Mueller Hinton (MH) em placa de Petri. Apds 5 dias de incubacdo a
28°C+2°C, blocos de agar circulares de aproximadamente 6mm de diametro
foram postos em placas contendo Agar Dextrose Batata (BDA), previamente
inoculadas com os patdgenos agricolas citados anteriormente.

O teste foi realizado em triplicata para todas os isolados. As placas
foram incubadas respeitando-se as caracteristicas fisioldgicas de cada
microrganismo. ApoOs o periodo de incubacgdo, os didmetros dos halos de
inibicdo de cada bloco foram medidos (em milimetros), sendo efetuada uma
média aritmética e desvio padrdo dos resultados, utilizando-se a escala
sugerida por Matsura (2004) para a classificacdo dos resultados.

2.6.3 Atividade frente a fungos fitopatogénicos: Ensaio em Meio Liquido

O teste de difusdo em &gar preconizado por Bauer et al. (1966) foi
realizado objetivando selecionar os microrganismos capazes de secretar 0s
metabolitos produzitos para o meio externo. O teste foi estabelecido como
padrdo pelo CLSI (2011) - Clinical and Laboratory Standards Institute que
consiste na aplicacdo de 50uL do mosto fermentado em pocos de
aproximadamente 6mm de didmetro contidos em placa de petri previamente
semeado com os fitopatdgenos, posteriormente incubadas a 28°C+2°C por até
72h. Ao fim deste periodo os halos de inibicdo foram observados e medidos
com o auxilio de um paquimetro.

2.6.4 Investigacdo de quitinase e Avaliacao frente a carrapato

Para investigacdo de quininase foi realizada segundo a metodologia
proposta por Kolla et al., (2009) adaptada. Uma suspensdo com as culturas
de cada linhagem foi inoculada em meio de Quitina-Extrato de levedura-Sais
(CYS) contendo (g.L-1): quitina 5,0; extrato de levedura 0,5; fosfato de
potassio (K2HPO4) 2,0; sulfato de magnésio (MgS0O4.7H20) 1,0; e sulfato
de ferro (FeSO4.7H20) 0,1; agar 10 e pH 7,0. Os isolados foram inoculados
em placas de Petri contendo meio Quitina-extrato de levedura-Sais e
incubados a 28°C+2°C durante 24h para observervacdo de halo translicido
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ao redor da colénia quando o microrganismo fosse capaz de degradar a
quitina, ao usa-la como substrato.

A avaliacdo dos extratos microbianos frente a carrapato foi realizada
com larvas de carrapto bovino. O teste foi realizado no Laboratério de
Controle de Parasitos (LPC) da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA),
apenas com 0S microrganismos promissores no teste anterior, isto €, com
aqueles capazes de degradar a quitina, pois dessaé constituido o exoesqueleto
do inseto. A acdo dos extratos microbianos sobre larvas de carrapatos da
espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus, (carrapato bovino), foi
avaliada através do Teste de Imersdo Larval (LIT) conforme o bioensaio
preconizado por Klafke et al., (2006).

Os extratos microbianos foram diluidos em uma solucdo contendo
1,0% (v/v) de Dimetilsulféxido P.A(DMSO) e 0,02% (v/v) de Triton X-100. A
concentracdo de extrato microbiano testada foram 1mg.mL — 1. O grupo
controle foi tratado com solucdo de Triton X-100 a 1,0% (v/v) DMSO +
0,02% (v/v). Aproximadamente 500 larvas foram imersas por 10 min com
inversdo constante a 25 ° C em cada solucéo teste e entéo, foram transferidas
para um filtro de papel para secagem. Em seguida, cerca de 100 larvas foram
transferidas para um papel de filtro limpo e seco (8,5 x 7,5 cm) que foi
dobrado e fechado com clipes. Os pacotes foram incubados a 27 + 1°C com
umidade relativa (UR) > 80% por 24 h. Apods a incubacdo, as larvas vivas e
mortas foram contadas. As larvas que ndo se movem foram registradas como
mortas. O experimento foi realizado em triplicata para cada tratamento.

2.6.5 Avaliacdo da Toxicidade em Modelo Alternativo

Para avaliar o grau de comprometimento que os metabdlitos poderiam
causar ao inseto na fase larval foi realizada avaliacdo da toxicidade dos
liquidos metabdlicos obtidos, a partir de uma relacédo teste-controle, foram
utilizadas 10 larvas do inseto Tenebrio molitor para cada liquido
metabolicoobtido apds o Ensaio em Meio Liquido. Placas de Petri foram
previamente identificadas com as informacgGes das amostras, sendo uma para
cada amostra e grupo controledado por PBS (phosphate buffered saline)
tampdao fostato-salino injetado, que contém uma solucédo salina compativel a
do corpo humano.

As larvas foram separadas e submetidas a assepsia, priorizando o
mesmo tamanho, peso e estagio. Em seguida, foram colocadas 10 larvas em
cada placa, postas sobre gelo para que as larvas ficassem em estagio de
hibernacdo e facilitando a manipulagdo destas. Com auxilio de seringas e
agulhas descartaveis, 10uL das amostras de liquidos metabdlicos insentos de
célula foram injetadas no terceiro anel das larvas inoculando em grupos de
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10 larvas por placa de petri. Posteriormente, as placas contendo larvas foram
armazenadas em temperatura ambiente sendo observadas a cada 24h por 10
dias.

2.7 Observacao da alteracdo da micromorfologia

Para observacdo alteragdo micromorfolégicada, conforme Diniz
(2017), 1mL das suspensdes de 107 conidios/mL foi adicionado a 9mL de
cada concentracdo dos metabdlitos e ainda, em &gua destilada estérilque
compreende o grupo controle por cerca de 3 horas. Posteriormente, 50 ul das
suspensdes de conidios foram semeados em meio BDA que foi incubada por
14 horas para contagem microscopio O6pticodo numero de conidios
germinados e ndo germinados.

Em seguida, ap6s 8 dias de crescimento a 28°C+2°C, discos de
aproximadamente 0,12cm?2 foram postos em placas de Petri com BDA para o
grupo controle e BDA acrescido de suas respectivas concentracdes de cada
metabdlito. Entdo, foi determinada a esporulacdo transferindo 3 blocos de
cerca de 0,28cm? das colbnias para tubos de ensaio com 5mL de Tween 80
(0,01%) para contagem dos esporos em camara de Neubauer.

2.8 Anélise Estatistica

Os resultados foram analisados quanto as diferencas significativas e
pelo teste de Log Rank, por meio da anélise de variancia (ANOVA). O nivel
de correlacdo existente entre os parametros testados foi avaliado de acordo
com o Indice de Correlacido de Spearman. O nivel de significancia de 95%
foi considerado para que as medidas sejam significativamente diferentes (p<
0,05).

3. Resultados
3.1Caracterizacao do Sedimento de Manguezal

Analisadas as principais caracteristicas fisicas-quimicas dos
sedimentos amostrais coletados, observa-se que a classificacdo dos
sedimentos nos pontos P1, P3, P4 e P5 foram de areia fina a média siltosa a
argilosa, enquanto o ponto P2 foi de areia fina a média argilosa a siltosa.

O teor de matéria orgéanica demonstra variacdo nos diferentes pontos e,
ao manifestar um percentual mais alto (61.23%) no P4, pode-se inferir que é
devido ao fato deste ponto ser o mais proximo de raizes da vegetacdo
predominante no ecossistema manguezal. Apesar da varia¢do, o percentual
de matéria organica encontrado no sedimento, maior que 20%, é um



indicativo de atividade microbiana.

Os valores para o pH também apresentam variagdo de acordo com 0s
pontos coletados, estando P1 e P2 em torno da neutralidade, enquanto P3, P4
e P5 ja se apresentam alcalinos. Os valores de pH nos pontos 1 e 2
favorecem um maior crescimento de microrganismos heterotroficos, visto
que estes preferem um pH em torno da neutralidade. Do mesmo modo, o teor
de umidade do sedimento varia muito entre os pontos, evidenciando que no
P4 (onde foi observado um maior teor de matéria organica), a umidade
apresentou-se baixa devido a esse ponto estd longe da zona de saturagdo de
agua e pela coleta ter sido realizada no periodo de maré seca, justificando
reducdo da umidade nesta parte. Além disso, o fato do sedimento no P4 ter se
caracterizado como areia fina & média siltosa a argilosa favorece a
percolacdo da &gua. Portanto, a presenca de agua no sedimento favorece o
crescimento microbiano, uma vez que, suas atividades metabdlicas sdo
mediadas por enzimas hidroliticas.

Tabela 2. Caracteristicas Fisico-Quimicas do Sedimento coletado do

22

Manguezal
Pontos Argila Silte AreiaFina M. Organica  Umidade pH
P1 8,32%? 21,08% 69,88%° 24,62% 26,6% 7,522
P2 11,72%°  10,74% 77,54%" 11,25%" 2,10%’ 7,092
P3 8,46%?* 16,78%° 74,76%" 30,01%f 35,92%f 7,922
P4 10,14%°  32,09%f 78,61%" 61,23%' 5,33% 8,022
P5 5,14%° 19,49%° 62,77% 22,52%° 38,13% 8,272

A analise estatistica das caracteristicas fisico-quimicas das amostras de
solo coletadas foi realizada entre os pontos objetivando a observacdo de uma
diferenca significativa entre eles quanto a sua composic¢do, levando em
consideracdo um grau de confiabilidade de 95%. ApOs avaliacdo estatistica
pode-se concluir que o P2 é o Unico que ndo encontra diferenca estatistica
significativa entre os componentes do solo. Todos os demais pontos tém uma
quantidade de tipos de solo estatisticamente diferentes em sua composicéao.

Quando analisada a matéria organica, os pontos de coleta 1 e 5 nédo
apresentaram diferenga estatistica significativa, enquanto todos os outros
pontos de coleta mostraram-se estatisticamente distintos. Quanto a umidade,
os pontos 2 e 4 ndo mostraram diferenca estatistica significativa entre si,
enquanto todos os outros foram estatisticamente significativos. Dentre os
parametros analisados, o pH foi o Unico que ndo houve diferenca estatistica



23

significativa em nenhum dos pontos de coleta.

Quando realizada a analise de Spearman observa-se uma relacdo
positiva com diferenca estatistica significativa entre as texturas argila e areia
fina com p=0.0240. Entre todos os outros paréametros avaliados ndo é
observada correlacéo.

3.2 Isolamento e Identificacdo Classica dos Microrganismos

A partir do isolamento de sedimento de manguezal foram obtidos 19
microrganismos viaveis para cultivo em laboratério, sendo destes, 80%
foram bactérias (MH) e 20%, fungos filamentosos (SAB), conforme a Figura
2. Na observacdo macromoforldgica, as col6nias cultivadas no meio Mueller
Hinton apresentaram aspecto leitoso em sua maioria, com forma
arredondada, bordas por vezes regulares e outros irregulares caracterizando
colbnia tipica do género Bacillus. A coloracdo observada no cultivo
bacteriano apresentou uma variagdo abragendo colGnias amareladas, rosadas
e esbraquicadas.

Em contrapartida, nas colonias crescidas no meio de cultivo Sabouraud
Agar observou-se o crescimento de micélio aéreo e vegetativo espalhados na
superficie da placa caracterizando coldnias de fungos filamentosos. Em umas
das placas observou-se uma coldnia esponjosa de bordas irregulares, com
aspecto acinzentado e, em outra, foi notada a presenca de colénia com
micélio cotonoso e regular, com bordas regulares e predominancia em toda a
placa, além de micélio aéreo com coloragdo castanho bege esverdeada. Para
observar existéncia de diferenca estatistica significativa entre os grupos
microbianos foi realizada analise estatistica e constatou-se diferenca
significativa no isolamento dos dois grupos microbianos evidenciados com
p=0.0022.

Figura 2. Percentual de microrganismos isolados meios de cultura MH e SAB.

Bacterias
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Posteriormente a descricdo macromorfolégica, com as col6nias
isoladas, foi realizada a observacdo micromorfoldgica dos microrganismos
através da qual foi feita a observacdo do arranjo, forma das bactérias e a
divisdo de dois grandes grupos bacterianos (Gram positivas e Gram
negativas). ApoOs a observacdo micromorfologica, o percentual de
microrganismos isolados demonstrou uma predominancia de bactérias G,
sendo a maioria bastonetes G-, seguidos pelos bastonetes e cocos G,
finalizando com as bactérias com formato de cocos G°, como demonstrato na
Figura 3.

Dentre as bactérias G* observou-se um arranjo em cacho de uva com
forma de coco, caracterizando o género Staphylococcus. A predominancia de
bactérias Gram negativas pode ser justificada pela sua morfologia de parede
celular quimicamente mais complexa, dispondo no periplasma, grande
quantidade de enzimas hidroliticas que facilitam a nutricdo bacteriana. As
bactérias em formato de esferas tém uma maior capacidade de formar
arranjos, sendo esta, uma estratégia de sobrevivéncia em ambientes de
transicdo como o0 manguezal.

Os fungos filamentosos também se manifestaram no isolamento e sua
adaptacdo ao ambiente do ecossistema manguezal é explicada pela sua
capacidade natural de formar estruturas de resisténcia que auxilia esses
microrganismos a se adaptarem a ambientes indspitos.

A observacdo dos fungos filamentosos foi feita partir das
caracteristicas microscopicas obtidas ap0s o preparo de cultivo em laminas
que possibilitaram a visualizacdo de micélio imerso e ramificado, com hifas
septadas hialina. Outra estrutura observada, foram esclerécios por vezes
presentes. Em outra coldnia fangica, foram observados um micélio cotonoso
esbranquicado a castanhocom hifas septadas e em suas extremidades,
conidios.

ApOs a analise macro e microscopica dos isolados, foram estabelecidos
os codigos segundo as identificacbes onde obteve-se, dentre as bactérias: 04
cocos G*, 03 cocos G-, 04 bastonetes G*, 06 bastonetes G~ e 02 fungos
filamentosos.
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Figura 3. Percentual de Microrganismos isolados.
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3.3 ldentificacdo molecular

A identificacdo molecular dos microrganismos demonstrou uma similaridade
genética acima de 95% para cada linhagem genéticamente compativel, conforme
descrito na Tabela 3. Foi realizada, posteriormente, a confirmacdo da identificacdo
macroscopica do género do isolado. A analise evolutiva foi realizada em MEGA X.
Prosseguiram para identificacdo apenas os isolados promissores nos testes frente aos

organismos fitopatogénicos.

Portanto, do total de 19 microrganismos, apenas 10

seguiram para identificacdo, dos quais 3 ainda ndo foram identificados.

Tabela 3. Identificagdo molecular dos microrganismos isolados

Codigo Grupo Microbiano Gram Similaridade

Bl
B3
B6
B8
B11
B13
B14
B16
F4
F5

Bactéria
Bactéria
Bactéria
Bactéria
Bactéria
Bactéria
Bactéria
Bactéria
Fungo
Fungo

G.
G.
G+
G.
G+
G+

99,20%
95,84%
97,83%
99,3%
99,5%

99%
98,01%

Identificacdo
Achromobacterkylosoxidans
Pseudomonas protegens
Micrococcus yunnanensis
Serratiamarcescens
Bacillus humi
Né&oidentificado
Bacillus sp.
Naoidentificado
Colletotrichum siamense
Diaporthe sp.

3.4 ExtracOes dos metabdlitos secundarios por técnica Liquido-Liquido

Com o intuito de quantificar o metabolito extraido do meio liquido
através da técnica de separacdo Liquido-Liquido, analisou-se as fragBes em
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miligramas do rendimento final da substancia bioativa extraida, nos levando
a inferir que a obtencdo de uma quantidade desejavel de metabdlitosé viavel
através de técnica simples e barata, visto que, as amostras promissoras
apresentaram rendimento final respectivo de 4,7mg (F4); 5,8mg(F5); 8,2mg
(B6);4,3mg (B8); 5,6mg (B11); 4,1mg (B13); 7,1dmg (B14); 5,5mg (B15) e
7,7mg (B16), conforme a Figura 4. Quando realizada uma comparacao entre
os rendimentos obtidos dos diferentes microrganismos, observa-se uma
diferenca estatistica significativa dos metabolitos produzido pela bacteria B6
e B16 (N&o identificado) em relacdo aos demais. Destaca-se que a bactéria
B6 (Micrococcus yunnanensis) € um coco G* queapresentou halos de inibicio
consideraveis nos ensaios em meio sélido e liquido.

Figura 4. Resultado do rendimento final apds extracdo
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3.5 Atividades bioldgicas

3.5.1 Atividade frente a fungos fitopatogénicos: Ensaio em Meio Sélido

O teste em meio sélido foi realizado frente aos fungos fitopatdégenos
listados na Tabela 4 e o resultado do ensaio em meio sélido apés medicdo
dos halos pode ser visualizado na Tabela 5.

Tabela 4. Lista de fitopatdgenos usados e respectivos codigos

Cadigo Fitopatdgeno Fitopatologia
FP1 Fusarium solani podriddo radicular seca
FP2 Fusarium oxysporum murcha de fusarium
FP3 Macrophomina phaseolina podriddo cinzenta da haste
FP4 Rhizoctonia solani podridéo radicular
FP5 Selerotium rolfsii murcha de esclerdcio
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Ao analisar os resultados perante a metodologia descrita, foi observada
a formacdo de halos de inibicdo frente aos patdgenos agricolas como
mostrado na Figura 5, onde podemos notar a auséncia e presenca de halos (A
e B, respectivamente).

Tabela 5. Halos de Inibi¢cdo (mm) formados no Teste em Meio Solido
Cadigo FP1 FP2 FP3 FP4 FP5
B06 19,3+1,1 2417 30,6+4,9** 34+1,0 37,6+0,5**
BO8 22,6+2,0 32,6x£1,1** 32,6+£2,0** 35+1,0** 24x1,0
Bl1 11,6+2,8  34,6+0,5** 24,3x1,1 30,3+0,5 13,3+2,8
B13 33,3£2,8**  36,6+2,8 28,6£1,1  32,3£2,5** 26x1,7

B14 29+1,0 22+1,7 13,3+2,8  183+2,8  20,3+0,5

B15 21+1,0 17,3+2,5 13,3+2,8 20,3+£0,5 15,3+0,5

B16 20,305  17,3+32 - 16,3+1,1 -

B17 - 21+1,0 17,6+2,5 - 29,3+1,1

F4 - 20,6+1,1 - 27,6425 -

F5 25+1,0 - - 31,6£2,8** -
**p<0.01

As bactérias B0O8 (Serratia marcescens) e B13 (ndo identificada)
mostraram-se mais promissoras dentre os microrganismos isolados, sendo
capazes de inibir todos fitopatdgenos com os maiores halos. Dentre os
fungos filamentosos, o mais promissor foi o F4 (Colletotrichum siamense)
frente a Rhizoctonia solani com halo de 35mm.

Figura 5. Halos de inibicao produzidos frente a fitopatdgenos no ensaio em meio

solido




3.5.2 Atividade frente a fungos fitopatogénicos: Ensaio em Meio Liquido

Com o0s microrganismos que apresentaram atividade no teste anterior,
foi realizado o ensaio em meio liquido objetivando avaliar a capacidade de
secrecdo dos metabdlitos de interesse para o meio. Na Figura 6 podemos
visualizar as respostas das atividades obtidas nessa etapa a partirda formacao
dos halos de inibi¢do perante os patdégenos agricolas.

Analisando os resultados, nota-se uma diminuicdo do niumero de halos
de inibicdo formados atestando que nem todos isolados sdo capazes de
secretar para 0 meio externo os metabodlitos secundarios que produzem,
afunilando para 9 a quantidade de microrganismos promissores (B6, B8,
B13, B11, B14, B15, B16, F4 e F5). Nesse ensaio, destacaram-se as bactérias
B6 (Micrococcus yunnanensis), B8 (Serratia marcescens) e B13 (ndo
identificado), capazes de secretar os metabdlitos que inibiram a maioria dos
fungos fitopatdgenos.

Tabela 6. Tamanho dos halos de Inibi¢cdo (mm) formados no Teste em Meio

Liquido
Cadigo FP1 FP2 FP3 FP4 FP5
B06 - 21,311 23,3t2,8 27,6£2,5 -
B08 - 22,3125 25,3+0,5 27,620,5 -
Bl1l - 21,311 - - -
B13 31+6,9**  29,3+1,1**  24,6+0,5 19,3+1,1 23,3115
B14 2610 20,3+£0,5 - 17,3+2,5 -
B15 - - - 13+£1,7 -
B16 - - - 13,6%1,5 -
F4 - - - 22,6x2,0 -
F5 18,3+1,5 - - 22,3125 -
**p<0.01

3.5.4 Investigacdo de quitinase e Avaliacéo frente a carrapato

Para selecionar os isolados com potencial carrapaticida, todos os 19
microrganismos foram testados quanto a sua capacidade de produzir
quitinase. Destes, apenas dez apresentaram a producdo dessa enzima.
Portanto, os microrganismos B1, B3, B6, B8, B11, B13, B14, B16, F4 e F5
gue se mostraram promissores foram testados quanto ao seu pontencial como
agente biocontrolador de carrapatos bovinos, ja que tém a quitina como um
dos principais contituintes do seu exoesqueleto.

Tabela 7. Sele¢do de microrganismos isolados de manguezal potencialmente
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produtores de quitinase
Cdédigo Quitinase Cddigo Quitinase Coédigo Quitinase

B1 + B8 + B15 -
B2 - B9 - B16 +
B3 + B10 - B17 -
B4 - B11 + F4

B5 - B12 - F5

B6 + B13 +

B7 - B14 +

*(+) resultado positivo: presenca do halo; (-) resultado negativo: auséncia de halo.

A avaliacdo frente a inseto foi realizada com os dez isolados
promissores no teste deinvestivacdo de quitinase e é apresentada na Tabela 8,
onde quatro dos dez extratos microbianos testados mostraram-se efetivos
sobre as larvas de carrapato.

Tabela 8. Extratos microbianos frente as larvas do carrapato
Rhipicephalusmicroplus

Cadigo Solvente Vol. Solvente Concentracéo Mortalidade
(DMSO%) (mL) produto (g/mL)  das Larvas (%0)
Controle 1% 0,5 2,0 0
B1 1% 0,5 2,0 54,03
B3 1% 0,5 2,0 57,48
B6 1% 0,5 2,0 0
B8 1% 0,5 2,0 84,03
B11l 1% 0,5 2,0 0
B13 1% 0,5 2,0 0
B14 1% 0,5 2,0 0
B16 1% 0,5 2,0 0
Fa 1% 0,5 2,0 52,68
F5 1% 0,5 2,0 0

Dentre os extratos microbianos, B8 (Serratia marcescens) manifestou
melhor desempenho no teste de imersdo, causando a morte de 84,04%das
larvas do inseto. Portanto, pode-se inferir que as bactérias Pseudomonas
protegens (B03), Micrococcus yunnanensis (B06), Serratia marcescens
(B08), e o fungo Colletotrichum siamense (F4) tém predisposi¢do para serem
utilizados como agentes biocontralores de carrapatos bovinos.

3.5  Observacgao da alteracdo da micromorfologia

A contagem de esporos apos o periodo de imersdo dos indculos
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fitopatogénicos nos liquidos metabolicos provenientes do metabolismo
microbiano dos isolados, apresentou valores reduzidos em comparagdo aos
controles. Além disso, 0 niumero de esporos germinados também se mostrou
significativamente menor, conforme mostrado na Figura 6.

Figura 6. Esporos de Rhizoctonia solani (FP4) antes e depois da exposi¢édo aos
metabolitos

Depois

Observa-se ainda, na Tabela 9, que houve inibicdo da germinacdo do
FP4 (Rhizoctonia solani) frente a todos os extratos microbianos, o que nos
leva a inferir que os liquidos metabdlicos insento de células contém para
biofungicidas como alternativa ao uso de peticidas que levam ao aumento da
resisténcia de muitos fitopatbgenos como o FP4. Este, causa grandes prejuizos
em diferentes tipos de plantagBes, sendo uma ameaca preocupante ao setor
agricola.

Tabela 9. Germinacdo apds 14h de exposi¢do aos metabolitos produzidos pelos
isolados de manguezal

Cadigo FP1 FP2 FP3 FP4 FP5
Controle 18** 15** 10** 12** 8*
B6 0 1 0
B8 1 0 0
B13 1 1 1 2 0
B11l 2
Bl14 3 2 2
B15 3
B16 0
F4 0
F5 2 4
*(-) auséncia de esporos **p<0.01 e p*>0.05

3.6 Avaliagéo da Toxicidade em Modelo alternativo
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Figura 7. Curva de sobrevivéncia das larvas de Tenebrio molitor ap6s 10 dias de

exposicao aos metabdlitos produzidos pelas bactérias (A) e fungos (B) isolados de
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A relacdo teste-controle realizada em modelo alternativo para avaliacdo
da toxicidade dos liquidos metabdlicos quanto ao grau de comprometimento
causado a larva do inseto Tenebrio molitor, resultou na curva de sobrevida
das larvas ao longo de 10 dias, apresentada na Figura 7 e nos leva a inferir
que os metabdlitos secundarios produzidos pelos microrganismos Bacillus
humi (B11) e a bactéria do género Diaporthe sp. (F5) sdo de boa eficacia e
baixa toxicidade aguda. Ao passo que, 0s metabolitos produzidos por
Micrococcus yunnanensis (B06) e Serratia marcescens (B08), apresentaram
toxicidade mediana e o Colletotrichum siamense (F5), moderadamente
toxico.

Quando realizada a andlise de corelacdo de Speraman com os dados de
toxicidade do metabdlito em relagcdo ao controle se pode observar que ha
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diferenca estatistica significativa entre todos os metabdlitos testados em
relacao ao controle PBS. O teste descrito nos permite predizer a respeito da
viabilidade e necessidade de que futuros testes de toxicidade em células e/ou
modelos mais avangados sejam realizados.

4. Discussao

Os valores obtidos na caracterizacdo fisico-quimica corroboram com 0s
dados de Pan et al. (2017), que avaliaram sedimento de manguezal
contaminado com polibromidato difenil éter (composto lipofilico muito
utilizado em algumas induastrias) e relataram teor de matéria organica em
torno de 15 a 20%, valores semelhantes ao encontrado neste trabalho.
Todavia, 0s autores descreveram que no sedimento estudado a textura siltosa
predominou sobre a arenosa, resultado diferente dos encontrados neste
trabalho. Saravanakumar et al. (2018) também caracterizaram sedimentos de
manguezal em Vellar-Coleroon no Sudoeste da india e relataram um teor de
areia fina predominante na composi¢do do sedimento, aléem de valores depH
7.2 a 7.6, semelhantes aos obtidos no presente trabalho.

Os resultados obtidos na identificacdo corroboram com dados de
Saravanakumar et al. (2018), que isolaram diferentes grupos microbianos de
sedimento de manguezal em uma regido estuarina na India. Os autores
relataram o isolamento de bactérias Gram positivas e negativas, bem como
fungos filamentosos. Correia et al. (2014) isolaram 36 bactérias de sedimento
de mangue da Lagoa do Araca-PE, dentre as quais se encontram o género
Bacillus, Pseudomonas e Micrococcus que também foram encontrados nesse
trabalho.

Para extracdo de metabdlitos secundarios, a utilizacdo do acetato de
etila é vantajosa por sua boa eficienciaasociada ao baixo custo se comparada
a outros solventes como alcool isoamilico, hexano ou metanol (MINOTTO,
2014). Os extratos microbianos alcancados demonstraram rendimento
consideravel assim como nos resultados de WITUSK (2018), que
caracterizou metabolitos secundarios produzidos Streptomyces sp. frente a
fitopatdgenos, cuja a obtencdo do extrato se deu também por técnica liquido-
liguido. Além disso, o autor relatou em seu trabalho que seus isolados
também apresentaram atividade bioldgica com formagdo de halos frente a
fitopatdégenos, dentre o0s quais estdo Fusarium sp e Macrophomina
phaseolina.

Os ensaios de atividade bioldgica realizados no presente trabalho
também foram executados por Amorim et al. (2020) em seu screening
microbiano para selecionar microrganismos endofiticos capazes de produzir
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e secretar metabdlitos secundarios inibidores de Pseudomonas sp. Os autores
descrevem a formacdo de halos de inibicdo tanto no ensaio em meio sélido
(bloco de gelose), quanto no teste de difusdo em &gar (ensaio em meio
liquido).

As respostas resultantes da investigacdo de quitinase corroboram com
resultados de uma pesquisa desenvolvida por Junior (2017), onde em um
estudo sobre a hidrélise enziméatica de quitina observa-se a Serratia
marcescens dentre as bactérias produtoras de quitinase. Além disso, o0 autor
aponta que a combinacédo de enzimas de um fungo filamentoso e Serratia
marcescens foram capazes de degradar totalmente concentracfes elevadas de
quitina. Em seu trabalho, Villarreal-Delgado et al. (2018) descrevemo género
Bacillus como grandes produtores de uma diversidade de enzimas liticas
extracelulares, dentre elas, a celulase, amilase, proteinase e quitinase que
podem ser utilizadas em diversas aplicacfes biotecnologicas.

Diante do potencial produtor de quitinase caracteristico de agentes
biocontroladores de fungos e insetos, ressalta-se a importancia dos
microrganismos entomopatogénicos como biopesticidas promissores para o
controle bioldgico de carrapatos, sendo uma alternativa aos carrapaticidas
quimicos. A exemplo, Serratia marcescens, bactérias do género Bacillus e
Pseudomonas, ja descritos na literatura. (JUNIOR, 2017).

De acordo com Diniz (2017), o fator esporulacdo é considerado mais
influente que o crescimento vegetativo, devido aos esporos serem as
estruturas responsaveis pela disseminacdo do fungo no ambiente além de
proporcionar o inicio da infeccdo no campo. Além disso, como apontam
Ribeiro et al. (2015), o conhecimento a respeito da acdo de bioextratos sobre
a germinacao de isolados fungicos € extremamente importante quando se
almeja utiliza-los em conjunto no controle biolégico de insetos-praga, visto
que, a germinacdo é a primeira etapa na infeccdo do fungo, a qual tem inicio
a partir da ades@o dos esporos ao tegumento do inseto. Desta forma, quando
0 extrato reduz ou inibe a germinacdo dos conidios, provavelmente reduzira
a eficiéncia dos fungos no controle de pragas, bem como o estabelecimento
de epizootias em campo (DINIZ, 2017; SILVA, 2021).

E importante ressaltar que Rhizoctonia solani é um dos fitopatdgenos
que mais desperta a preocupacao e interesse por sua ocorréncia em diferentes
tipos de culturas importantes e pelo aumento da sua resisténcia resultante do
uso indiscriminado de agroquimicos (GOUDA et al., 2016; ZAMOUN et al.,
2017). Logo, o presente trabalho cresce em relevancia, pois vislumbra
metabotitos frutos de isolados de mangue capazes de inibir Rhizoctonia
solani (FP4), embora ja descrito na literatura como patdgeno agricola de
resisténcia crescente.
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O modelo alternativo com larvas de Tenebrio molitor tem sido bastante
empregado como alternativa ao uso de animais, garantindo redugdo de custo
e confiabilidade dos resultados a (MOREY et al., 2016). Amplamente
utilizado para avaliagio de atividade antimicrobiana, inseticida e
citotoxidade (VAN DER VALK; VAN DER MEIJDEN, 2014; WANG, et al
2015), por ser uma forma mais direta de constatar se 0 composto é toxico ou
ndo (SANGKANU et al. 2017). Silva (2017), utilizou larvas de Tenebrio
molitor para avaliacdo da atividade antioxidante de um extrato organico,
enquanto que, Amorim et al. (2020), assim como neste trabalho, utilizou esse
modelo alternativo para avaliacdo da toxicidade de metabdlitos microbianos
produzidos por endofiticos.

Concluséao

Diante do exposto, torna-se evidenete que o ecossistema de manguezal
da regido analisada é dotado de microrganismos cultivaveis com potencial
biotecnolégico, que apresentam atividade antibidtica frente a patdgenos
agricolas e a carrapato bovino conforme resultados demonstrados, sendo
possivel a extracdo dos metabolitos secretados pelos isolados promissores
através de técnicas de baixo custo e boa eficiéncia.

Em consonancia aos metabolitos secundarios extraidos, testes de
toxicidade nos levam a conjectura de que estes sdo, em sua maioria, de baixa
toxicidade aguda e eficazes frente a modelo alternativo. Faz-se, portanto,
necessaria a continuacdo de testes de atividade pra corroborar e
complementar os resultados obtidos, assim como a realizacdo de outros
testes com os metabdlitos extraidos que mostraram-se promissores para
desenvolvimento de biopesticidas e carrapaticidas que satisfacam algumas
das necessidades do setor agropecuario quanto ao controle bioldgico de
organismos indesejaveis.
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