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RESUMO
Identificacio de microrganismos isolados da propolis verde, vermelha e verde da
Caatinga e antagonismo das bactérias ao Colletotrichum falcatum

No Brasil sao classificados 13 tipos de propolis, sendo que as propolis verde e
vermelha se destacam por sua importancia socioecondmica e atividades bioldgicas. Para essas
propolis, a fonte botanica relacionada sdo a Baccharis dracunculifolia e a Dalbergia
ecastophyllum respectivamente. Recentemente foi descoberto um novo tipo de préopolis, ainda
ndo classificada, a propolis verde da Caatinga, onde a planta Mimosa tenuiflora é sua
principal origem botanica. Ressalta-se que esses trés tipos de propolis apresentam compostos
bioativos com relatos na literatura de atividade antifingica, € pouco se sabe sobre a influéncia
de microrganismos associados a propolis sobre as atividades biologicas. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi isolar e identificar microrganismos associados a propolis verde, vermelha e
verde da Caatinga e de suas respectivas resinas de origem e avaliar o potencial antagdnico das
bactérias isoladas frente ao fungo Colletotrichum falcatum, agente causal da podridao
vermelha na cana-de-agucar. Adicionalmente, foi selecionada uma bactéria para estudo do
potencial antifiungico dos seus metabdlitos secundarios. Para isso, as propolis verde, vermelha
e verde da Caatinga e as respectivas resinas foram coletadas e os microrganismos isolados
utilizando de técnicas de dilui¢do seriada e plaqueamento. Apos purificacdo, a identificagdo
dos microrganismos foi realizada através da extragdo, amplificacdo e sequenciamento do
DNA. Em seguida, avaliou-se o potencial antagdnico das bactérias frente ao C. falcatum e foi
selecionada uma bactéria para estudo metabolomico. Ao todo, foram isoladas 150 bactérias e
14 fungos. Os géneros Enterobacter, Klebsiella ¢ Pantoea estiveram presentes em todos os
materiais amostrados e o género Penicilium presente nas amostras da propolis verde e verde
da Caatinga. Quanto aos ensaios antagdnicos, foi observado que 56 bactérias apresentaram
potencial antagonico ao C. falcatum, com destaque para as espécies Pseudomonas aeruginosa
(ISP2 R REM 7) que foi cultivada e foi possivel anotar compostos relatados na literatura com
atividade antifingica, como rhamnolipideo (Rha-Rha-C10-C10), 1-hidroxifenazina e o acido
fenazina-1-carboxilico. Dessa maneira, conclui-se que existem bactérias associadas a propolis
verde, vermelha e verde da Caatinga que possuem o potencial inibitério ao C. falcatum.

Palavras-chave: Baccharis dracunculifolia, Dalbergia ecastophyllum, Mimosa tenuiflora,
Propolis brasileira, Antifungica, Podriddo vermelha



ABSTRACT

Identification of microorganisms isolated from green, red and green propolis from the
Caatinga and antagonism of bacteria to Colletotrichum falcatum

In Brazil, 13 types of propolis are classified, with green and red propolis standing out
for their socio-economic importance and biological activities. For these propolis, the related
botanical sources are Baccharis dracunculifolia and Dalbergia ecastophyllum respectively.
Recently, a new type of propolis was discovered, which has not yet been classified: green
propolis from the Caatinga, where the plant Mimosa tenuiflora is its main botanical source. It
should be noted that these three types of propolis have bioactive compounds with antifungal
activity reported in the scientific literature, and little is known about the influence of
microorganisms associated with propolis on biological activities. Therefore, the aim of this
work was to isolate and identify microorganisms associated with green, red and green
propolis from the Caatinga and their respective originating resins and to evaluate the
antagonistic potential of the isolated bacteria against the fungus Colletotrichum falcatum, the
causal agent of red rot in sugarcane. In addition, one bacterium was selected to study the
antifungal potential of its secondary metabolites. For this purpose, green, red and green
propolis from the Caatinga and the respective resins were collected and the microorganisms
were isolated using serial dilution and plating techniques. After purification, the
microorganisms were identified through DNA extraction, amplification and sequencing. We
then evaluated the antagonistic potential of the bacteria against C. falcatum and selected one
bacterium for metabolomic study. A total of 150 bacteria and 14 fungi were isolated. The
genera Enterobacter, Klebsiella and Pantoea were present in all the materials sampled and the
genus Penicilium was present in the green and Caatinga propolis samples. As for the
antagonistic tests, we found that 56 bacteria showed antagonistic potential to C. falcatum. The
species Pseudomonas aeruginosa (ISP2 R REM 7) promoted the highest antagonistic effect,
and we noted compounds reported in the literature with antifungal activity, such as
rhamnolipid (Rha-Rha-C10-C10), 1-hydroxyphenazine and phenazine-1-carboxylic acid.
Therefore, we conclude that there are bacteria associated with green, red and green propolis
from the Caatinga that have the potential to inhibit C. falcatum.

Keywords: Baccharis dracunculifolia, Dalbergia ecastophyllum, Mimosa tenuiflora,
Brazilian propolis, Antifungic, Red rot
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1. INTRODUCAO

O termo propolis deriva de duas palavras gregas, “pro” e “polis”, que significam
“defesa” e “cidade” respectivamente, e esta diretamente relacionado com uma de suas fungdes
na colmeia, que ¢ a de protecdo, pois forma uma barreira protetora contra agentes ambientais
e invasores externos (lagartos, insetos e ratos) (SIMONE-FINSTROM; SPIVAK 2010).

No Brasil s3o classificados 13 (treze) tipos de propolis, sendo as mais estudadas e
economicamente importantes, a propolis verde e a propolis vermelha. Atengdo especial foi
dada a essas propolis devido ao potencial de descoberta de novas moléculas bioativas e ao
valor agregado ser relativamente alto no mercado em todo o mundo (ALENCAR et al., 2007,
FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013; FREIRES; ALENCAR; ROSALEN 2016). Um outro
tipo de propolis recentemente descoberta no Brasil, ¢ a propolis verde da Caatinga, trata-se de
uma propolis quimicamente diferente das demais propolis brasileiras, mas que também tem
chamado a atencdo devido aos metabdlitos secundarios bioativos encontrados nesse tipo de
propolis (FERREIRA et al., 2017).

A préopolis € um material resinoso que apresenta diversos compostos bioativos,
conferindo varias atividades biologicas, como atividade anti-inflamatoria, antioxidante,
citotoxica a células tumorais, anti-viral, antiparasitaria, antibiotica e antifungica (ZIZIC et al.,
2013; BUENO-SILVA et al.,2017; PRZYBYEEK; KARPINSKI 2019; YORSI et al., 2021).

Até o momento, a maioria dos estudos relativos ao potencial bioldgico dos
compostos presentes nas propolis, partem da premissa de que esses compostos bioativos sao
levados pela abelha e depositados diretamente na propolis baseado exclusivamente a partir da
sua origem botanica. Nesse raciocinio, existe uma linha cientifica pouco abordada até o
momento, sobre o papel dos microrganismos na producdo dos metabolitos secundarios € o
ambiente em que estdo inseridos. As abelhas, durante a coleta das resinas, pdlen, entre outros
produtos, provavelmente coletam microrganismos (fungos e bactérias) endofiticos que estao
presentes nas plantas e levam até a colmeia para depositar na propolis (IOCA et al., 2014). O
cenario complexo de elaboragao da propolis pela abelha, levando em consideragdo a presenca
de microrganismos que podem metabolizar e transformar compostos, como também produzir
metabolitos secundarios bioativos ndo foi considerado previamente com o objetivo de
entender a producdo dos compostos bioativos da propolis.

Viérias técnicas, reunindo conhecimentos em microbiologia, biologia molecular
quimica e bioquimica, tém sido utilizadas para aprimorar o uso de microrganismos no

isolamento de novos principios ativos. Nos ultimos anos a utilizagdo de novos meios de
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cultura e novas condi¢des de cultura, permitiu o enriquecimento do repertério bacteriano
através do isolamento de novas espécies bacterianas. Isto mostra que os meios de cultura
continuam a ser uma ferramenta fundamental para os bacteriologistas para o isolamento de
microrganismos. Na verdade, embora existam muitos meios de cultura enriquecidos, cada
bactéria € inica e tem requisitos especificos (BONNET et al., 2020).

Em relagdo a produ¢do de compostos bioativos, como os metabdlitos secundarios, os
microrganismos sao uma fonte de interesse para prospectar tais compostos, visto que sao de
facil cultivo e producdo quando comparado com as plantas (NARAYANAN; GLICK 2021).
O interesse no emprego de microrganismos, mais especificamente dos seus metabolitos
bioativos, em praticas agricolas aumentou significativamente nos ultimos anos, onde estudos
metabolomicos revelaram que os microrganismos podem atuar como reservatorios de novos
metabolitos secundarios bioativos, incluindo alcaloides, flavonoides, xantonas, terpenoides,
compostos fendlicos e muitas outros subclasses. Desse modo, os microrganismos representam
um recurso promissor de novos produtos naturais com atividades bioldgicas importantes,
como atividades antimicrobianas e antifiingicas, por exemplo (GUPTA et al., 2020).

Novas estratégias da pesquisa em produtos naturais microbianos, envolvendo a busca
de substancias em microrganismos pouco explorados ¢ a utilizagdo de ferramentas genémicas
para o acesso a novos produtos naturais, podem acelerar o processo de descoberta de novos
produtos bioativos (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO 2010), extremamente importantes
num cenario de rapido desenvolvimento de resisténcia por fungos aos tratamentos
convencionais de controle na agricultura. As bactérias correspondem a um grupo de
microrganismos de elevada diversidade metabolica, tém a capacidade de se adaptar a
parametros extremos, como também a diversas condigdes ambientais, o que pode resultar em
populacdes ecologicamente adaptadas residindo em habitats geograficos distintos. Nesse
sentido, ambientes pouco estudados, como a propolis, ou extremos tém a capacidade potencial
de ser uma fonte de novas fontes de produtos naturais bioativos (RIEDLINGER et al., 2004;
ANDRIANASOLO et al, 2009; MCDOUGALD et al., 2011).

Essa busca por compostos naturais bioativos com atividade antifingica, pode
contribuir com novas moléculas ativas para favorecer o controle de diversas doengas causadas
por fungos, inclusive fungos fitopatogénicos. Esses produtos naturais podem ser utilizados no
controle do Colletotrichum falcatum, por exemplo, agente causal da podriddo vermelha na
cultura da cana-de-agucar. Esse ¢ um patogeno causa diversos prejuizos para a cana,

principalmente pela inversdo da sacarose, e pode levar a perda de 50 a 70 % da sacarose em
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colmos, e a situagdo fica ainda mais grave quando ha o ataque simultaneo pela broca da cana
(Diatrea saccharalis) (AMORIM et al., 2016). Outro fator que justifica a busca por
alternativas ao controle quimico contra esse patdogeno, ¢ que o C. falcatum facilmente torna-se
tolerante a variedades resistentes, dificultando o manejo dessa doenga em campo (HASSAN;
AFGHAN; HAFEEZ 2010).

Com base no exposto, 0 objetivo deste trabalho foi isolar e identificar microrganismos
da prépolis verde, vermelha e verde da Caatinga e de suas respectivas resinas botanicas de
origem e avaliar o potencial das bactérias isoladas na inibicdo do crescimento do fungo

Colletotrichum falcatum.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Propolis

A propolis ¢ uma mistura de substancias resinosas constituida, principalmente, por
ceras e resinas de varias fontes vegetais, como botdes florais e exsudatos de varias partes da
planta, entretanto sempre existe uma espécie botanica predominante associada a cada tipo de
propolis. A propolis ¢ utilizada por abelhas meliferas (Apis melifera L.) como estrutura de
construgdo, reparagdo e protecao das colmeias em que vivem (CIFTCI-YILMAZ et al., 2017,
DAMODARAN, 2021).

Acredita-se que a utilizagdo da propolis funcione também como uma maneira das
coldnias manter a homeostase do ambiente da colmeia, impedindo o fluxo de ar descontrolado
para dentro do ninho, como também impermeabilizando as paredes contra umidade externa
(SIMONE-FINSTROM: SPIVAK, 2011). Dessa maneira, essa substancia resinosa torna-se
uma ferramenta importante de prote¢do nas colmeias num contexto em que esses ambientes
sdo ricos em nutrientes e por este motivo sdo hospedeiros de uma ampla variedade de fungos
saprofiticos, além de também atuarem impedindo a entrada de parasitas no ninho (NIU;
JHONSON; BERENBAUM, 2010).

A propolis bruta geralmente ¢ encontrada no estado solido (15 °C a 30 °C) e
maleével a partir dos 30 °C. Suas propriedades fisicas, como cor, odor e faixa de fusao (60 °C
a 70 °C) variam de um tipo para outro. Alguns solventes como éter, etanol, acetona, tolueno e
tricloroetileno, permitem a dissolu¢do de muitos dos seus constituintes (PEREIRA, et al.,
2015; SALGUEIRO; CASTRO, 2017).

A composi¢do quimica de cada tipo de propolis varia de acordo com a regido
geografica onde estd inserida a colmeia, época de coleta do material, como também da espécie
vegetal que ¢ utilizada como matéria prima para produzir cada tipo de propolis (PAVLOVIC
et al., 2020; DAMODARAN, 2021). Essas diferencas resultam na diversidade da composi¢ao
quimica e consequentemente observa-se um vasto potencial na atividade biologica, tais como
anti-inflamatéria (SFORCIN; BANKOVA, 2011;), antibacteriana, antifingica, anticancer,
entre outros (ALENCAR et al., 2007; SILVEIRA et al., 2021).

As propolis brasileiras sdo classificadas em 13 tipos (tipos 1 a 13) de acordo com sua
origem botanica, localizagdo, cor e época de coleta (ALENCAR et al., 2007; OLDONI et al.,

2015). Devido ao clima brasileiro, as abelhas coletam a resina que da origem a propolis o ano
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todo, e este € um pais que se destaca por possuir diversos tipos de propolis com diferentes
origens botanicas (PRZYBYLEK; KARPINSKI, 2019).

Entre os tipos de propolis encontradas no Brasil, pode-se citar a propolis verde, cuja
resina de origem vem de brotos jovens ndo expandidos de Baccharis dracunculifolia
(TEIXEIRA et al., 2005), a propolis vermelha, onde a arvore Dalbergia ecastophyllum (L)
Taub atua como fonte da resina para esta propolis (DAUGSCH et al., 2008) e um novo tipo
de propolis foi descoberta nos ultimos anos (e portanto ndo classificada dentre os 13 tipos), a
propolis verde da Caatinga, onde a Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir configura como a
principal fonte de resinas para essa propolis (FERREIRA et al., 2017; SON et al., 2022).

Existem muitos trabalhos que tratam das propriedades biologicas in vitro e in vivo da
propolis (MACHADO et al., 2016; YUAN, et al., 2020; CONTE et al., 2021). Esta ampla
gama de bioatividade e a descoberta continua de novos compostos, tornam a propolis um
potencial candidato a descoberta de farmacos que podem ser uteis em diversos cenarios
clinicos (SILVA-CARVALHO et al., 2015).

Percebe-se também que poucos sdo os trabalhos que estudam os microrganismos
presentes na propolis, havendo trabalhos de metagendmica (SAELAO et al., 2020) e outros no
ambito do isolamento e cultivo de microrganismos da prépolis da Italia (CASALONE et al.,
2020); e fungos da propolis da Bahia (FERREIRA et al., 2021) e de Porto Rico (SALLEMI et
al., 2022).

Até o momento, a maioria dos estudos relativos ao potencial biologico dos
compostos presentes nas propolis partem da premissa de que esses compostos bioativos sao
levados pela abelha, e formaram a propolis exclusivamente a partir da sua origem botanica.
Nesse raciocinio, existe uma linha cientifica pouco abordada até o momento, sobre o papel
dos microrganismos na producdo dos metabolitos secundarios e no ambiente em que estdo
inseridos (IOCA et al., 2014).

Muitos fatores contribuem para a alta diversidade na composicdo e estrutura do
microbioma da colmeia, como a disponibilidade de alimentos durante a estagdao de
forrageamento das abelhas, vegetacdo, tratamentos fitossanitdrios em culturas agricolas
proximas as colmeias, como também a localizagdo geografica que a colmeia estd instalada
(LIU et al., 2020a; MUNOZ-COLMERENO et al., 2020; NOWAK et al., 2021).

Nesse sentido, no melhor do nosso conhecimento, ndo ha trabalhos de isolamento e
identificagdo de microrganismos, por técnicas dependentes de cultivo e nem estudos

utilizando métodos independentes de cultivo para as propolis verde, vermelha e a verde da
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Caatinga. Por isso, com este trabalho, visou-se isolar e identificar os microrganismos

presentes nestes trés tipos de propolis, como também a partir de suas resinas de origem.

2.1.1. Proépolis verde

A resina que da origem a propolis verde € proveniente, principalmente, de brotos
jovens ndo expandidos de Baccharis dracunculifolia DC (alecrim-do-campo). Essa espécie
botanica ¢ distribuida na América do Sul: Argentina, Bolivia, Paraguai, Peru, Uruguai e Brasil
(Sul, Sudeste e Centro-Oeste). Esta presente em diversos tipos de vegetacao, ocorrendo tanto
nos campos do planalto quanto nas restingas costeiras, ¢ a sua origem fitogeografica sdo a
Mata Atlantica, o Cerrado e o Pampa (HEIDEN, 2022; MINTEGUIAGA et al., 2021).

Estudos indicam que sdo as substancias volateis presentes nos brotos que atraem as
abelhas para a coleta de resina. Esse tipo de propolis € encontrado, principalmente, na regido
sudeste brasileira, nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio de Janeiro (ALENCAR et
al., 2005; TEIXEIRA et al., 2005).

Compostos frequentemente encontrados na propolis verde sao o0s mono ¢
sesquiterpenos, responsaveis por seu caracteristico odor resinoso e contribuindo para a
atividade antimicrobiana, como o farnesol (1) (Figura 1) que demonstrou afetar o acimulo e o
conteudo de polissacarideos de Streptococcus mutans (HAYACIBARA et al., 2003). Essa
propolis ¢ tradicionalmente usada para tratar processos inflamatorios e disturbios hepéaticos e
estomacais (ZHANG et al., 2017).

Analises fitoquimicas de partes aéreas e subterraneas de B. dracunculifolia indicaram
a presenga de Oleos, acidos fendlicos: artepillin C (2) e p-cumarico (3), flavonoides:
naringenina (4) e acacetina(S) (Figura 1), diterpenos, triterpenos e glicosideos. Esses
compostos isolados de extratos da planta e também encontrados na propolis verde garantem
propriedades anti-ulcerogénico, antioxidante, atividade antimicrobiana, como também
aplicagdes para o tratamento de pacientes oncologicos, ou que possuem diabetes, hipertensao
e também sao utilizadas na reducao de células inflamadas (ZHANG et al., 2017; GAZIM et
al., 2022; MINTEGUIAGA et al., 2022; OKAMURA et al., 2022).

O composto quimico encontrado em maior concentragdo na propolis verde € o acido
3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (artepellin C). Essa substancia apresenta atividade
antitumoral, antibacteriana, antiviral e também, mesmo aplicado em baixas concentragoes,
apresenta atividade analgésica e anti-inflamatoria (PAULINO et al., 2008; SZLISZKA et al.,
2013; TORETI et al., 2013).
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Figura 1. Compostos quimicos encontrados na prépolis verde.

Em consequéncia da atividade antimicrobiana, a propolis verde € capaz de inibir o
crescimento de fungos e bactérias (BASTOS et al., 2008; PAZIN et al., 2019). Estudos tém
mostrado que compostos fitoquimicos como os encontrados na propolis verde podem interagir
e modificar a estrutura das biomembranas das células-alvo, levando as proteinas de membrana
a perderem suas fung¢des e refletindo um grande repertorio de efeitos biologicos (REMPE et
al. 2017). E devido a esses motivos, a propolis verde vem sendo cada vez mais utilizada na

medicina e na industria farmacéutica (MARUYAMA et al., 2009).

2.1.2. Propolis vermelha

A propolis vermelha, encontrada no nordeste brasileiro provém da resina de
Dalbergia ecastophyllum (L) Taub, popularmente conhecida como rabo de bugio, espécie
encontrada principalmente nos estados da Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sergipe ¢ a sua
ocorréncia ¢ quase sempre associada a manguezais e areas de restinga, reunindo um
emaranhado de raizes, ramos e caules que auxiliam na fixacdo da areia (DAUGSCH et al.,

2007; MATA et al., 2014). Foi possivel identificar que esta planta ¢ a que fornece a resina que
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da origem a prépolis vermelha através da comparagdo quimica de compostos presentes na
resina e na propolis (DAUGSCH et al., 2007; JAIN et al., 2014).

Como exemplo dos compostos quimicos na propolis vermelha, pode-se citar as
chalconas, isoflavonas e pterocarpanos (BANKOVA et al., 2019). No entanto, sua
composicao estd fortemente influenciada pela localizacdo e as condigdes meteoroldgicas da
época da coleta da propolis (BUENO-SILVA et al., 2017; BANKOVA et al., 2019).

Entre os compostos quimicos em comum na propolis vermelha e na planta D.
ecastophyllum, pode-se citar os flavonoides: isoliquiritigenina (6), liquiritigenina (7),
naringenina (8) e os isoflavonoides: formononetina (9) e mucronulatol (10) (Figura2)

(DAUGSCH et al., 2007; PICCINELLI et al., 2011).
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Figura 2. Compostos quimicos encontrados na propolis vermelha
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Devido a sua composicdo quimica complexa e distinta das demais propolis
brasileiras, a propolis vermelha apresenta diversas propriedades bioldgicas, destacando-se sua
atividade antibacteriana, antifingica, antioxidante, anti-inflamatoria e anticancerigena. Por
este motivo, a propolis vermelha ¢ promissora no desenvolvimento de pesquisas em saude,

agregando beneficios clinicos e comerciais (PONTES et al., 2018; SANTOS et al., 2019).

2.1.3. Proépolis verde da Caatinga

Para a producgdo de préopolis verde da Caatinga, as abelhas coletam material resinoso
de plantas da espécie Mimosa tenuiflora (Jurema-Preta) (FERREIRA et al., 2017; SON et al.,
2022). A semelhanca dos perfis quimicos (através de andlises cromatograficas) da propolis e
dos apices vegetais demonstram fortes evidéncias indicando que a jurema-preta ¢ uma das
principais fontes de resina da propolis verde do Nordeste (FERREIRA et al., 2017).

Popularmente conhecida como “Jurema-Preta”, M. tenuiflora pertence a familia
Fabaceae e ocorre nos dominios fitogeograficos da Caatinga e Cerrado. A M. tenuiflora ¢é
caracterizada pela presenca de espinhos nos galhos e a floracdo ocorre durante a estagdo
chuvosa do ano, geralmente, trés a cinco meses no ano (de janeiro a maio) (SANTISTEBAN
etal., 2019; WALTER et al., 2020).

Uma peculiaridade do perfil quimico das amostras analisadas da propolis verde da
Caatinga € o teor relativamente alto de chalconas. Tais metabolitos sdo precursores
biossintéticos de outras classes de flavonoides e devido a isso, essa propolis tem perspectivas
promissoras no mercado apicola (FERREIRA et al., 2017).

Mendonga et al. (2021) identificaram pela primeira vez os compostos mais
abundantes presentes na propolis verde da Caatinga, como os sesquiterpenos: [-cariofileno

(11), 7-epi-a-selineno (12) e d-cadineno (13) (Figura 3).
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Figura 3. Compostos quimicos encontrados na propolis verde da Caatinga.

Para este tipo de propolis, escassos sdo os estudos relativos a sua atividade bioldgica.
Mas, mediante analises cromatograficas de analise, salienta-se que a composi¢ao quimica da
propolis verde da Caatinga ¢ diferente dos demais tipos de propolis encontradas no Brasil
(FERREIRA et al., 2017).

Apesar dos diversos estudos referentes as composi¢cdes quimicas e atividades
biologicas das propolis pouco se conhece sobre a microbiota associada propolis e suas
funcdes, ou seja, se os microrganismos teriam algum papel nestas atividades ou se seriam

exclusivas dos compostos de plantas.

2.2. Metabdlitos secundarios bioativos produzidos por bactérias

Os metabolitos secundarios sdo moléculas organicas bem diversificadas
estruturalmente de baixo peso molecular (menores de 2.000 Da) que desempenham diversas
fungdes nos organismos produtores, como auxiliar na competi¢cdo por espaco, luz e nutrientes,
atracdo, estimulagdo, agentes de transporte de metais, agentes de comunicagdo entre
microrganismos, plantas, nematodides e insetos, como também defesa contra predadores,
através da produgdo de antibidticos e antifingicos (DEEPIKA; MURALIL
SATYAMOORTHY 2016; MElJ et al., 2017; SAMUELS; MATTOSO; MOREIRA, 2013).

Qualquer que seja o papel biologico dos metabdlitos secundérios na natureza, eles
sdo importantes para os organismos que as sintetizam, uma vez que uma quantidade
significativa de recursos celulares, incluindo moléculas de construgdo do metabolismo
primdrio e energia na forma de ATP e NADPH sdo necessarios para sua biossintese.
Aparentemente, as vias biossintéticas dos metabolitos secundarios evoluiram ao longo de
milhdes de anos para gerar estruturas quimicas que interagem com alvos bioldgicos

especificos, seja no proprio organismo produtor ou naqueles presentes no ambiente
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circundante. Consequentemente, pode-se presumir que a maioria, sendo todos, os metabolitos
secundarios tém atividades bioldgicas, embora talvez ainda ndo se tenham ensaios para
detecta-los (SEKUROVA; SCHNEIDER; ZOTCHEV et al, 2019).

Os microrganismos representam uma importante e diversa fonte de produtos naturais
farmacologicamente ativos para tratar diversas doengas, infec¢des e até mesmo cancer.
Salienta-se que mais de 50 % de todos os medicamentos farmacéuticos utilizados atualmente
no mercado sdo diretamente derivados ou inspirados em produtos naturais (NEWMAN;
CRAGG, 2016).

Avangos recentes em técnicas de engenharia metabolica desvendaram novos métodos
para superar as limitagdes associadas com sintese em larga escala de metabolitos importantes
e tornam os microrganismos considerdveis produtores de varios agentes quimicos valiosos. A
obtencdo de moléculas bioativas a partir de microrganismos abre uma nova area de pesquisa
para o uso desses metabolitos como uma fonte alternativa viavel e ndo controversa de
fitoquimicos importantes. Dessa maneira, estara atendendo uma crescente necessidade da
industria, seja ela voltada para a saude humana, animal ou agricola, que ¢ desenvolver,
sintetizar ou descobrir novas moléculas bioativas potentes que sejam seguras e eficazes contra
fungos e bactérias multirresistentes (DEEPIKA; MURALI; SATYAMOORTHY 2016;
WANG et al., 2016).

As bactérias sdo, talvez, os produtores microbianos mais prolificos de produtos
naturais bioativos. As novas estratégias para explorar a diversidade microbiana, incluindo o
cultivo in situ, a mineragdo do genoma e do metagenoma, auxiliam na investiga¢do do seu
potencial quimico e contribuem para expandir a compreensao de como 0s microrganismos
interagem entre si € com outros organismos presentes em determinado nicho ecoldgico. Tudo
isso associado com novos métodos e ferramentas para avaliar o potencial biossintético das
bactérias facilita a descoberta de novas moléculas bioativas (STRACHAN ; DAVIES, 2016;
METELEV et al., 2017).

O extenso estudo do perfil metabolico de bactérias revelou produtos naturais
estruturalmente tnicos (GONTANGET al., 2010). A descoberta dessas novas moléculas ¢
favorecida quando se explora microrganismos de ambientes anteriormente pouco explorados,
indspitos ou com propriedades antimicrobianas (como a propolis). Explorar esses ambientes ¢
de extrema importancia, visto que ha relatos de que o ambiente tem um impacto importante na

capacidade de uma mesma espécie bacteriana de biossintetizar ou ndo metabolitos
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secundarios bioativos (ZIEMERTET al., 2014; SEKUROVA; SCHNEIDER; ZOTCHEYV,
2019).

Uma abordagem utilizada para estudar metabdlitos de baixo peso molecular e as vias
metabolicas, ¢ a metabolomica (WU et al., 2015; TURI et al., 2018). Essa abordagem vem
sendo conduzida em diversos ambientes, como em universidades, hospitais universitarios,
grandes organizagdes publicas de pesquisa e em laboratorios de grandes empresas
multinacionais para descobrir biomarcadores, medicamentos. E uma ferramenta utilizada na
nutrigendmica, na metabolomica e para estudar a interagdo dos organismos com o meio
ambiente, na area de ecologia e ecofisiologia. Além disso, as tecnologias de metabolomicas
podem ser utilizadas para a descoberta e identificacdo de marcadores de plantas doentes e
estressadas, bem como para acompanhar modifica¢des genéticas e elucidar efeitos biologicos
(CRIGHTON et al., 2016; HU; XU 2014; MATTOLI; GIANNI; BURICO, 2023).

A metabolomica microbiana concentra-se na analise de metabolitos primarios
intracelulares ou extracelulares, moléculas sinalizadoras, hormoénios e metabdlitos
secundarios, além de contribuir para avangos na descoberta de vias metabdlicas unicas, como
também no entendimento do comportamento dos microrganismos no ambiente. O progresso
na metabolomica microbiana encontra desafios principalmente devido a elevada
complexidade e diversidade de metabdlitos microbianos, que geralmente sdo dificeis de
identificar. Contudo, com o rapido desenvolvimento de novas técnicas analiticas, a
metabolomica microbiana tem atraido cada vez mais atencdo porque ndo apenas elucida a
rede de varias vias metabolicas, mas também expde a mecanismos subjacentes as interagdes
entre microrganismos € hospedeiros (XU et al., 2014; YE et al., 2022).

Alguns fatores contribuem para a urgéncia em se obter novas moléculas bioativas,
entre esses fatores podemos citar o aumento da populacdo, a dificuldade em acessar alimentos
de qualidade por muitos e o surgimento de novos patdgenos multirresistentes aos tratamentos
quimicos que sdo os desafios enfrentados pelo mundo em desenvolvimento, € por essas
razoes, ha uma demanda cada vez maior por novas moléculas eficazes e mais seguras para
combater doencas em humanos, em animais e vegetais (PATIL; PATIL; MAHESHWARI
2016).

A utilizagdo de metabolitos bioativos produzidos por bactérias contribui para uma
agricultura mais sustentavel, visto que podem diminuir a utilizacdo de defensivos quimicos e
permitir a sanidade da lavoura, garantindo assim a sua produtividade. A utilizacdo desses
metabolitos na cultura da cana-de-agucar pode contribuir para controlar o agente causal da

podridao vermelha, o fungo Colletotrichum falcatum, visto que esse € um patdgeno que



26

desenvolve rapida resisténcia frente a principios ativos quimicos utilizado para controla-lo,
como também desenvolve estratégias evolutivas para infectar variedades que foram
desenvolvidas para serem resistentes a esse patogeno. E essas sdo algumas das principais
razdes que contribuem para a necessidade de se utilizar vias alternativas para garantir a

sanidade das culturas (DORNELES et al., 2018).

2.3. Colletotrichum falcatum e a cultura da cana-de-agicar

A cana-de-actcar (Saccharum officinarum L.) pertence a familia Poaceae ¢ uma das
mais importantes culturas do setor agroindustrial e trata-se de uma cultura amplamente
cultivada em regides tropicais e subtropicais do mundo. Essa cultura ¢ utilizada para produgao
de agtlicar, aciicar mascavo, melaco, bioetanol, racdo para gado e xaropes (PATEL et al.,
2018).

No Brasil, a cultura da cana-de-agucar no ano de 2022, ultrapassou a marca de 724
milhdes de toneladas, com uma area colhida de aproximadamente 9 milhdes de hectares
(IBGE, 2022). No estado de Sao Paulo, estado com maior produg¢do de cana-de-agucar no
pais, a quantidade produzida ultrapassou a marca de 420 milhdes de toneladas com uma area
plantada superior a 5 milhdes de hectares produzida, segundo o ultimo censo do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), liberado em 2022. Ainda segundo o IBGE
(2022) na cidade de Piracicaba, interior de Sao Paulo, a quantidade produzida foi de 3,12
milhdes de toneladas, com uma area colhida de 48 mil hectares no referido ano. Assim, nota-
se a importancia socioecondmica dessa cultura para o pais, estado de Sao Paulo e a regido
Piracicabana.

Em condig¢des de campo, a cana-de-agucar € suscetivel a muitas doencgas bacterianas,
virais e flngicas, mas entre elas as infec¢cdes flngicas sdo as mais criticas, pois podem afetar
todas as partes da planta, esse ¢ o caso do fungo Colletotrichum falcatum, agente causal do
complexo da doenca da podridao vermelha (PATEL et al., 2018).

Os indculos desse fungo sobrevivem no solo e sdo disseminados pela irrigacao, agua
da chuva e pela broca da raiz da cana-de-agtlicar, causando infec¢des primarias e secundarias.
A doenga ¢ inicialmente transmitida pelo solo, a propagacdo subsequente ¢ devida aos danos
causados no caule por praticas culturais inadequadas e principalmente pela broca que faz
galerias no caule da cana-de-actcar, como também ocorre a transmissao deste patdgeno por

outros vetores (HASSAN; AFGAN; HAFEEZ 2010).
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O patégeno pode atacar qualquer parte da cana-de-aglicar, como o colmo, folha,
brotos ou raiz. O C. falcatum completa seu ciclo de vida na folha da cana-de-acucar e
geralmente o dano a folha ndo representa um sério ameaga a cana ou causa muitos danos a
planta. A fase mais prejudicial da podridao vermelha ocorre quando o patdogeno ataca o colmo
(DUTTAMAJUMDAR, 2008).

As plantas apresentam sintomas caracteristicos de descoloracdo, ressecamento e
manchas avermelhadas nas folhas, expandindo-se em dire¢ao as nervuras das folhas. No
colmo observa-se podridao interna avermelhada, intercalada com manchas brancas, o que
provoca perda de qualidade e quantidade de biomassa (COSTA et al., 2021). Além disso, a
inversdo da sacarose pode ocorrer em colmos infectados pelo fungo, reduzindo a quantidade
total de aglcar recuperavel da planta, como também a reducao da concentracdo e pureza da
sacarose e acucares redutores (PRIHASTUTI et al., 2010; THANGAMANIL et al., 2013;
SHARMA et al., 2015).

Virias praticas de manejo devem ser amplamente praticadas para o controle dessa
doenca, como o desenvolvimento de variedades resistentes ao patdogeno, material propagativo
livre do patogeno e a utilizagdo de principios ativos com atividade fungicida (KUMAR; RAJ,
2002; HASSAN; AFGAN; HAFEEZ 2010). Contudo, o fungo C. falcatum é de rapida
evolugdo, se reproduz muito rapido, o que contribui para a formagdo de novas cepas
virulentas, dessa maneira, as variedades recém liberadas resistentes a esse patdogeno, muitas
vezes, tornam-se suscetiveis ao ataque do fungo, complicando o desenvolvimento de
cultivares resistentes a podriddo vermelha que permane¢am no mercado por alguns anos
(HASSAN; AFGAN; HAFEEZ 2010; AMORIM et al., 2016). Outro fator que dificulta o
tratamento quimico deste fitopatdogeno com fungicidas sdo fatores relacionados a propria
cana-de-aglcar, pois devido a natureza impermeavel das cascas e os nos fibrosos, nao
permitem absorcdo suficiente dos fungicidas, diminuindo entdo a sua eficiéncia
(AGNIHOTRI, 1990).

Um outro desafio a ser enfrentado € de que os fungicidas ndo sdo ecoldgicos, podem
se acumular no solo, corpos d’agua e tecidos vegetais e se utilizados de maneira indevida,
podem acarretar efeito deletério ao homem, ambiente, afetar espécies da fauna e flora, além
de aumentar a possibilidade do surgimento de patdgenos resistentes aos principios ativos
(SANTOS et al., 2014; SILVA et al., 2020; HURTADO; ROMERO; LOPEZ, 2021; BHATI;
SHOUCHE 2019), criando problemas para toda a cadeia produtiva da cana-de-actcar.

Por esses motivos, h4 investimento massivo na tentativa de diminuir o impacto social

e ambiental causados pelos fungicidas atualmente disponiveis, e pesquisadores t€ém procurado
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por compostos naturais bioativos que agem de maneira diferente de antifingicos comumente
conhecidos e que ndo apresentam os mesmos efeitos nocivos ao ambiente ¢ ao homem,
tornando, assim, uma alternativa para o controle bioldgico de fitopatdgenos na agricultura e
contribuem para aumentar a produtividade das culturas de interesse agricola (PAZIN et al.,

2018; MILANI; OLIVEIRA; MORALES 2020).
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3. HIPOTESE

Existem fungos e bactérias associados a propolis verde, vermelha e a verde da
Caatinga e as bactérias isoladas desses materiais possuem potencial antagonista a fungo

fitopatogénico.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi isolar, caracterizar o morfotipo (quanto a coloragdo das
células bacterianas) e identificar os microrganismos associados a propolis verde, vermelha e
verde da Caatinga e de suas respectivas resinas de origem botanica. Adicionalmente, avaliar
as bactérias isoladas quanto ao seu potencial antagonico ao fungo Colletotrichum falcatum
(agente causal da mancha vermelha na cana-de-aglcar) e estudar os possiveis metabdlitos

bioativos com atividade antifingica.

4.2 Objetivos especificos

1. Coletar propolis verde, vermelha e verde da Caatinga e suas respectivas
resinas botanicas de origem;

2. Isolar fungos e bactérias desses materiais bioldgicos;

3. Caracterizar o morfotipo desses microrganismos quanto a cor das células
bacterianas, do micélio aéreo (se fungos), cor que os microrganismos
apresentavam no verso da placa e producao de pigmento soltuvel;

4. lIdentificar os microrganismos por técnicas moleculares com amplificacdo da
regido 16S para bactérias e ITS para fungos;

5. Avaliar o potencial antagonico das bactérias ao fungo fitopatogénico
Colletotrichum falcatum;

6. Selecionar um isolado promissor e avaliar seu perfil quimico quanto a

produgdo de metabolitos bioativos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta da propolis verde

Amostras da propolis verde e da espécie botanica Baccharis dracunculifolia DC
foram coletadas na cidade de Guaranésia, distrito Santa Cruz da Prata, Minas Gerais (S
21°20°61,67°°; W 46°75°51,66°"), no apiario Taquarugu, no dia 27 de outubro de 2022. A
coleta aconteceu em trés colmeias, e de cada colmeia (Figura 4A) foi retirado um coletor
conhecido por sarrafo com a propolis.

Para o estudo dos microrganismos associados a propolis por técnicas dependente de
cultivo, de cada coletor/sarrafo foram geradas trés réplicas. Cada réplica tinha trés gramas e
foram imediatamente acondicionadas em tubo falcon estéril com 27 mL da solucdo salina
Phosphate — Buffered — Saline (PBS) (8 g L'! NaCl, 0,2 g L' KCI, 1,44 g L' Na,HPO4, 0,24 g
L KH2POs, pH 7,4).

Em paralelo, foram coletados brotos ndo expandidos de trés individuos de B.
dracunculifolia) alecrim-do-campo (Figura 4C) nas proximidades do apiario, com o auxilio de
um bisturi estéril, que foram armazenados em tubos eppendorf. No caso dos brotos, a

quantidade de solu¢do PBS adicionada foi até cobrir o broto.

Figura 4. Material coletado para isolamento dos microrganismos da propolis verde. A) Colmeia onde foi
retirado o sarrafo (coletor) com a prépolis verde; B) Sarrafo com a propolis verde; C) Em destaque brotos de
alecrim-do-campo usados para remogao de resinas e produgdo de propolis pelas abelhas.

5.2 Coleta da propolis vermelha

A propolis vermelha e sua espécie botanica relacionada D. ecastaphyllum foram
coletadas na cidade de Marechal Deodoro, Alagoas, em um apiario fornecedor de propolis

bruta com indicagdo geografica localizado a cerca de 500 metros do mangue (S 9° 73°09,66°’;
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W 35° 88°58,33""), em 11 de janeiro de 2023. Sarrafos contendo propolis foram coletados de
sete colmeias do mesmo apiario (Figura 5) e transportados brevemente para o laboratorio do
Prof. Dr. Ticiano Gomes do Nascimento, do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas da UFAL.
Neste laboratoério de apoio ocorreu o processamento inicial, em ambiente estéril, onde foram
geradas sete réplicas, uma de cada colmeia. Cada réplica foi representada por trés gramas de
propolis em 27 ml de solucao PBS.

No mangue, pedacos de tronco de D. ecastaphyllum com feridas exsudando a resina
vermelha usada pelas abelhas para produzir a prépolis, também foram coletados com um
bisturi estéril ¢ acondicionadas em tubos falcon contendo a solucdo PBS ¢ levados ao

laboratorio.

Figura 5. Material coletado para isolamento dos microrganismos da propolis vermelha. A) Colmeia onde foi
retirado o sarrafo (coletor) com a propolis vermelha; B) Sarrafo com a propolis vermelha; C) Ferida no tronco de
D. ecastaphyllum para exsudagdo da resina.

5.3 Coleta da proépolis verde da Caatinga

A terceira coleta foi a da propolis verde da Caatinga e os brotos ndo expandidos da
sua espécie botanica relacionada Mimosa tenuiflora (Jurema Preta) (Figura 6), a qual ocorreu
na cidade de Remanso, Bahia (S 9° 57°11,74°°, W 2° 11°69,42""), em 14 de janeiro de 2023.
Foram visitados dois apiarios localizados a cerca de 100 metros um do outro. Nas
proximidades das colmeias, ndo ha aplicacdo de defensivos agricolas para controle de pragas
e doengas em culturas agricolas e por isso, essa propolis ¢ considerada organica. Como as
colmeias nao continham sarrafos ou coletores formados, a prépolis foi retirada das tampas das
colmeias por raspagem. Foram obtidas propolis de trés colmeias do primeiro apidrio e duas

colmeias do segundo apiario.
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Figura 6. Brotos jovens que contém a resina que da origem a propolis verde da Caatinga.

Para os procedimentos de preparo e armazenamento das amostras, foi empregado os
mesmos parametros para as outras propolis. E salienta-se que todas as amostras foram
colocadas em caixas de isopor contendo bolsas de gelo e transportadas até os laboratdrios da

ESALQ/USP.

5.4 Isolamento dos microrganismos

No laboratorio de microbiologia e produtos naturais na ESALQ|USP as amostras de
propolis e de suas respectivas resinas de origem foram homogeneizadas, e retiradas uma
aliquota de 1 mL de cada uma das réplicas biologicas, transferidas para um tubo falcon,
homogeneizadas (para formar uma amostra composta) e realizada a dilui¢io seriada, até 107
para bactérias e 10™ para fungos. Para a etapa de plaqueamento, aliquotas de 0,1 mL foram
plaqueadas (placa de Petri 90 x 15 mm) em triplicata e cultivadas com diferentes meios de
cultura para o crescimento e isolamento dos microrganismos.

Para crescimento de fungos, foram utilizados os meios Batata-Dextrose-Agar (BDA)
e meio Martin (MA); para crescimento das bactérias, foi utilizado os meios de cultura Agar
Nutriente (AN), Agar Triptona de Soja (TSA); Agar Extrato Glicose Triptona (TGE); Agar e
sais minerais com baixo teor de nutrientes (LNMS), Sais minerais, amido e dgar caseina
(MSSC) e International Project Streptomyces 2 (ISP2). As descrigdes detalhadas dos meios
utilizados encontram-se no anexo 1. Como antibiético, utilizou-se tetraciclina (10 pg mL™) no

meio BDA, e estreptomicina no meio Martin segundo a recomendagdo de preparo do meio.
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Como antifiingico, a nistatina (1ul mL™) foi utilizada nos meios AN, TSA e TGE. Para os
meios LNMS, MSSC ¢ ISP2, foi utilizado a tetraciclina e nistatina nas concentra¢des
supracitadas. Propolis adicional foi coletada para producao de meio de cultura com propolis,
onde foi utilizada na concentracdo de 5 % e meio com glicerol (CCA), sem adi¢do de
antibidticos ou antifungicos. Esses dois ultimos meios foram desenvolvidos para isolamento
de fungos e bactérias visando proporcionar condi¢des nutricionais semelhantes as do seu
ambiente.

As placas foram incubadas a 28 °C e inspecionadas diariamente e conforme os
microrganismos foram ficando visiveis foram sendo transferidos para novas placas até a
purificacdo total dos isolados. Apos purificagdo foram codificados e novamente transferidos
para novas placas com meio de cultura de TSA para bactérias, meio BDA para fungos e meio
ISP2 para actinobactérias.

Em seguida foi realizada a caracterizacdo do morfotipo desses microrganismos,
avaliando a cor das coldnias bacterianas, do micélio aéreo (se fungo), reverso (cor que o
isolado produz no fundo da placa), se houve ou ndo a produgdo de pigmento soltivel. Para a
determinagdo das cores foi utilizado o cédigo RAL (2015). Quanto a coloracdo de Gram para
as bactérias, foi utilizado o protocolo proposto por Gram (1884) e as células bacterianas foram
analisadas em microscopio eletronico LEICA ICC50 W com camara acoplada. Nesse mesmo
aparelho foi verificado as estruturas fingicas coradas com azul de lactofenol.

Quando se obteve as culturas puras dos microrganismos, as bactérias foram
criopreservadas (com 20% de glicerol) e os fungos foram preservadas pelo método de
Castellani (CASTELLANI 1939) e entdo receberam codigos alfanuméricos, identificando de
qual meio de cultura cada microrganismo foi isolado e de qual tipo de propolis ou respectiva
origem botéanica, como por exemplo a bactéria AN P REM 1, onde o AN representa o meio no
qual a bactéria foi isolada, neste caso o meio 4agar nutriente, o P refere-se que o
microrganismo foi isolado da propolis, o REM faz referéncia a cidade que o microrganismo

foi 1solado, neste exemplo refere-se a Remanso e o numero representa o nimero do isolado.
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5.5 Identificacao dos isolados
5.5.1 Extracao de DNA e PCR das bactérias

Para a identificacao das bactérias, esses microrganismos foram cultivados em meio
solido TSA por 24 horas, apds esse periodo foi realizada uma suspensao dessas bactérias
direto da placa de Petri com solugdo salina (NaCl 0,85%) ¢ 1 mL dessa suspensdo foi
transferida para um eppendorf estéril para dar inicio a extragao.

Para tal procedimento, foi utilizado o kit de extragio InstaGene™ Matrix e seguido
os seguintes passos: a) O eppendorf com a suspensao salina foi centrifugado a 12.000 rpm por
trés minutos para decantagdo das células bacterianas e o sobrenadante foi descartado; b) As
células foram ressuspendidas em 1 mL de dgua Milli-Q e entdo centrifugadas a 12.000 rpm
por trés minutos ¢ o sobrenadante foi descartado; c) foi adicionado ao pellet (células
decantadas) 200 uL de InstaGene™ , homogeneizado em vértex por 10 segundos e incubado
por 30 minutos a 56 °C; d) as amostras foram agitadas por 10 segundos em vortex e entao
incubadas por 8 minutos a uma temperatura de 100 °C; e) e por ultimo as amostras foram
homogeneizadas em vortex por 10 segundos e centrifugadas a 12.000 rpm por trés minutos, €
assim foi finalizada a extracdo. Para confirmar a qualidade e a integridade da extra¢do de
DNA, correu-se um gel de agarose 1 % corado com azul de bromofenol e Gel Red nas
condigdes de 2 ul e 0,3 ul respectivamente por amostra em uma voltagem de 85 V por trinta
minutos. Ao final da corrida o gel foi visualizado em luz UV e fotodocumentador (BioRad).

Confirmada a extracdo de DNA, seguiu-se para a amplificacdo da regido 16S V3/V4
das bactérias utilizando 0s primers 341F
(5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCA G-37)
e 785R (5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGCAGGACTAGHVGGGTATC
TAATCC-3’) (KLINDWORTH et al., 2013). A reacdo de PCR foi realizada utilizando 22 pl
de H2O DNA e RNA free, 20ul de PCR Bio 2x, 2 pl do primer 341F e 2 pl do primer 785R,
dessa forma totalizando um volume final de 50 pl. O ciclo utilizado para a amplificacao foi de
95 °C por cinco minutos, seguidos de 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 51 °C por 30
segundos e 72 °C por 30 segundos e para finalizar 72 °C por 10 minutos. Para confirmar a
qualidade da PCR, foi realizada mais uma corrida em gel de agarose a 1,5 % nas condigdes ja
mencionadas, seguidas de purificacdo realizando o procedimento operacional padrao do kit
EasyPure® PCR Purification, quantificacio em Nanodrop e depois as amostras foram

enviadas para sequenciamento em empresa especializada.
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5.5.2 Extracdo de DNA e PCR dos fungos

Para a extragdo de DNA dos fungos, eles foram cultivados em meio BDA por 4 dias,
apos esse periodo, com o auxilio de um bisturi estéril, o micélio fungico foi raspado e
transferido para um eppendorf também estéril. Para a extracido do DNA dos fungos foi
utilizado o PowerSoil pro kit seguindo as recomendacdes do fabricante. Para a confirmacao
da extragdo do DNA, correu-se um gel de agarose a 1 % corado com azul de bromofenol e
Gel Red nas condi¢des de 2 ul e 0,3 pul respectivamente por amostra em uma voltagem de 85
V por trinta minutos. Ao final da corrida o gel foi visualizado em luz UV e fotodocumentador
(BioRad).

Para a amplificagdo da regido de interesse, foi utilizado a técnica de PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) amplificando a regido ITS (/nternal Transcribed Spancer) utilizando
0s iniciadores ITSIF (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) e ITS2R
(GCTGCGTTCTTCATCG ATGC) (WHITE et al., 1990). A reacdo de PCR foi realizada
utilizando 22 pl de H O DNA e RNA free, 20ul de PCR Bio 2x, 2 pl do primer ITS1F e 2 pl
do primer ITS2R, dessa forma totalizando um volume final de 50 pl. O ciclo utilizado para a
amplificacdo foi de 94 °C por trés minutos, seguidos de 35 ciclos de 94 °C por 45 segundos,
52 °C por um minuto ¢ 72 °C por 90 segundos e para finalizar 72 °C por 10 minutos
(BOKULICH; MILLS 2013; HOGGARD et al., 2018). Para confirmar a qualidade da PCR,
foi realizada mais uma corrida em gel de agarose a 1,5 % nas condigdes j4 mencionadas,
seguidas de purificagdo realizando o procedimento operacional padrao do kit EasyPure® PCR
Purification, quantificagdo em Nanodrop e depois as amostras foram enviadas para
sequenciamento em empresa especializada.

Em posse das sequéncias dos pares de base obtidas dos fungos e das bactérias,
comparamos essas sequéncias com as que foram depositadas no banco de dados publico
GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology Information), através da ferramenta

BLAST (Basic Local Aligment Search Tool).

5.6 Screening por ensaio antagonico

Apobs a obtengdo de culturas puras dos microrganismos isolados, foi realizado um
screening através teste de cultivo antagonico in vitro das bactérias frente ao crescimento do
Colletotrichum falcatum, um fungo de importancia agricola para o cultivo de cana-de-agucar,

e relevancia para o Brasil e principalmente para o estado de Sdo Paulo e a regido de
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Piracicaba-SP. Foi utilizado apenas as bactérias devido ao fato de serem prolificas produtoras
de metabolitos secundarios e por serem a maioria predominante de microrganismos isolados
neste trabalho.

Para essa avaliacao, o fungo C. falcatum foi cultivado em meio BDA por cinco dias a
28 °C, em seguida, discos (7 mm de didmetro) contendo os micélios do fungo foram
inoculados no centro de uma placa de Petri (90 x 15 mm), também com BDA, por um periodo
de 24 horas (quando o fungo ja demonstrava crescimento).

ApoOs esse periodo, na mesma placa foram inoculadas duas bactérias em posi¢ao
frontal ao fungo com um centimetro de distancia da borda e cada estria com cerca de um
centimetro (Figura 7) e mantidas em BOD a 28 °C por cinco dias, periodo em que o controle

(placas somente com o fungo) cresceu por toda a placa.

24 horas

| ——

Figura 7. Representacdo do ensaio antagénico das bactérias isoladas frente ao fungo Colletotrichum falcatum.

Nos ensaios iniciais, foram utilizadas duas bactérias contra o fungo por placa. Apos a
selecdo das bactérias com potencial de inibi¢do de crescimento do fungo, foi utilizado uma
bactéria contra o fungo por placa (cada bactéria representava um tratamento).

Para calcular os percentuais de inibi¢do do crescimento do fungo Colletotrichum
falcatum foi utilizada a equacdo: (DM — dm) / DM) x 100, onde DM = diametro médio das
colonias do fitopatdogeno das quatro réplicas do controle e dm = didmetro médio das colonias
do patégeno das quatro réplicas do ensaio de cultura dupla (WALUNJ; ABHANG; JOHN,
2015).

Esse ensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com 4 repeti¢des
e o tratamento controle. Salienta-se que o percentual de inibi¢do foi calculado utilizando o
software Imagel e os resultados foram submetidos a andlises de variancia (ANOVA) a 5 % de
significancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia

utilizando o software Speed Stat (CARVALHO et al., 2020).
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5.7 Cultivo em meio liquido e extracio dos metabdlitos

A selecdo da bactéria para estudo quimico foi realizada com base no desempenho
desse microrganismo em inibir o fungo C. falcatum.

Para a producao dos possiveis metabdlitos secundarios ativos, inicialmente a bactéria
foi repicada em meio TSA e cultivada por trés dias, posteriormente, 1 uL. da bactéria foi
inoculada em 100 mL do meio TSB por trés dias a 28 °C com agitacdo de 125 rpm. Em
sequéncia, foi retirada uma aliquota de 3 ml e transferida para cada um dos trés Erlenmeyers
com meio TSB (para atingir um volume final de 300 mL cada Erlenmeyer) e cultivada por 7
dias (2 28 °C e 125 rpm).

Apobs esse periodo, a suspensdo bacteriana foi centrifugada por 12 min a uma
velocidade de 8000 rpm para a decantacdo das células. A etapa seguinte consistiu na particao
liquido-liquido do sobrenadante com o solvente orgéanico. Para a escolha do solvente, foi
separada uma aliquota de dois mL da fracdo aquosa e transferida para um tubo e adicionado
solventes organicos (na propor¢do 1:1) com diferentes graus de polaridade e imisciveis com a
agua do meio metabolico, a saber, N-Butanol, diclorometano, cloroférmio e acetato de etila.
A extragdo mais eficiente foi considerada aquela que melhor extraiu os metabdlitos (extraiu o
pigmento e ndo formou emulsdo) no caso, o diclorometano.

O sobrenadante do meio metabdlico foi submetido a parti¢do liquido-liquido com o
solvente organico diclorometano na propor¢do (grau analitico, marca Exodo Cientifica) 1:1
por duas vezes. O extrato orgédnico (diclorometano) foi concentrado em evaporador rotativo
da marca IKA® RV 10 digital, que em seguida foi devidamente identificado, pesado em
balanca analitica e armazenado a 4 °C. Para as proximas etapas deste trabalho, foi utilizado o
extrato organico, o extrato aquoso foi descartado por ser considerado um extrato que contém

predominantemente residuos de meios de cultivo.

5.8 Fracionamento

O extrato organico diclorometanico foi submetido a um clean up. Para isso, foi
utilizado uma coluna aberta do tipo Sepak com fase estacionaria de silica derivatizada com
grupos octadecilsilino- Cis, marca Discovery® DSC de 1 g, e como eluente iniciou-se em 10
mL 100% agua ultrapura Miliq e depois 10 mL metanol 100 % grau P. A. A fracdo

metanolica foi seca, pesada e armazenada a 4 °C, enquanto que a fracdo aquosa foi descartada.



41

Em seguida, a fragdo metandlica foi re-solubilizada em metanol em quantidade
minima a qual foi adicionada Celite® para formar uma pasta homogénea. A etapa seguinte foi
secar essa pasta (que estava em tubo de cintilagdo) em rotaevaporador e entdo submetido a
uma cromatografia em coluna de extracao em fase solida SPE (Solid Phase Extraction) com
fase estaciondria Cig — Discovery® DSC-18 de 5 g. Foram coletadas as fragdes eluidas em
modo gradiente da seguinte composi¢do: 60 mL de agua 100 %; dgua:metanol (75:25);
agua:metanol (50:50); agua:metanol (25:75) e 100% metanol. A agua utilizada foi a ultrapura
Milliq e os solventes organicos graus P.A.

As fragdes foram secas, e apos preparada uma aliquota na concentragio de 1 mg ml™!
para analise de espectrometria de massas de alta resolucdo (UPLC-MS/MS) e outra aliquota

reservada para o bioensaio de incorporagao no meio de cultivo.

5.9 Ensaio bioldgico de incorporacio em meio de cultivo

A avaliagdo da atividade antifungica das fragdes foi realizada com o teste de inibi¢do
do crescimento micelial proposto por Rios, Recio & Villar (1988) com algumas modificagdes.
Este método baseia-se na dispersdo homogénea da amostra em um meio de cultura para
avaliacdo de crescimento de microrganismos na presenca de compostos.

Primeiro, as fragdes foram ressuspendida em solu¢do de DMSO e 4gua destilada
esterilizada (1:9) e em seguida incorporadas ao meio BDA (quando a temperatura estava
proxima ao ponto de solidificacio do meio) na concentragdo final de 250 pg mL'. Os
controles positivos utilizados foram os fungicidas Fox® e Priori Xtra®, com os principios
ativos Proticonazol e Azoxistrobina, respectivamente, testados na mesma concentragao das
fracdes, e como controle negativo foi utilizada uma solucdo de DSMO a 10 %, além do
controle somente com o fitopatogeno. Esse ensaio foi realizado em placas de 24 pogos com 6
mL de meio de cultivo em cada pogo. Para conducao do experimento, plugs de 2 mm de
diametro contendo micélio do C. falcatum foram adicionados ao centro dos pocos das placas e
foram incubadas em BOD a 28 °C por um periodo em que os controle negativo crescesse por
todo o poco, o que levou quatro dias. O crescimento radial do fungo nas placas foi mensurado
a partir da borda do plug até a distancia méaxima atingida pela colonia no pogo. A inibig¢do do
crescimento observada nos tratamentos, em relagdo no controle, foi calculada de acordo com

Gamliel: Katan: Cohen (1989), segundo a equagao:

Porcentagem de Inibicdo de crescimento (PIC) = 100-[ (R%/r?) x 100]
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Onde R e r representam respectivamente, os raios das coldnias do fungo nos
tratamentos ¢ no controle. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com trés repeti¢des € entdo realizado a analise de variancia utilizando o software
Speed Stat (CARVALHO et al., 2020). A porcentagem de inibi¢ao das fracdes foi avaliada

utilizando o programa Image Processing and Analysis in Java (ImageJ).

5.10 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

(UPLC — MS/MS)

Andlises por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UPLC) acoplada a
espectrometria de massas de alta resolugdo em tandem (HRMS/MS) das trés réplicas
bioldgicas geradas apos o clean up e as fragdes obtidas por cromatografia em coluna Cis
foram realizadas em um equipamento Waters Acquity UPLC H-class equipado com uma
coluna de fase reversa (Waters Acquity UPLC BEH Cis, 2,1 x 100 mm, 1,7 um) acoplado
com um espectrometro de massas de Quadrupolo-Tempo de Voo (Waters Xevo QToF) com
interface de electrospray (ESI). Foi utilizado um gradiente linear de agua:acetonitrila
acidificados com 0,1% de acido formico de 90:10 até 0:100 em 12 minutos, mantido em
100% acetonitrila por 2 minutos, voltando a 90:10 em 0,1 minutos para acondicionar a
coluna por 0,9 min para a seguinte inje¢io, com uma vazio de 0,500 mL min™'. A coluna foi
mantida a uma temperatura de 40 °C e as amostras mantidas a 15 °C. As amostras foram
solubilizadas em MeOH grau MS e analisadas na concentragio de 1 mg mL™!, e o volume de
injecdo foi de 10 pL.

Os dados brutos de MS/MS foram adquiridos no modo DDA (Data Dependent
Acquisition) selecionando os 5 ions mais intensos, com taxa de scan para MS/MS de 0,2 s,
exclusdo dinamica de picos de 5 s ou 10 mDa, uma energia de colisaio MS/MS com rampa
LM CE de 10-30 eV e rampa HM CE 40-60 eV. Os espectros de massas foram adquiridos nos
modos positivo e resolucdo na faixa de 100-2000 Da. A fonte de ionizagdo ESI foi operada
com uma voltagem do capilar de 1,2 kV, a voltagem do cone de 30 V, a temperatura da fonte
de 100 °C, a temperatura de dessolvatacdo de 450 °C, e vazdo do gds no cone e de
dessolvatagdo de 50 L h™' cada. Para calibragdo interna utilizou-se uma solugio de leucina-
encefalina (Sigma-Aldrich) 200 pg mL™!, infundida pela sonda do lock-mass com vazdo de

10,0 uL min!.
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5.11 Analise de redes moleculares classicas (Classical Molecular Networking)

Como primeira etapa, foi realizada a conversdo dos dados do formato '.raw' para o
formato ''mzML' utilizando o software MSConvert (ProteoWizard) (CHAMBERS et al.,
2012), seguido da correcao desses dados utilizando a sequéncia de passos proposto por
Breaud et al. (2020). Essa etapa foi realizada pois o valor m/z do ion precursor nao
corresponde necessariamente ao ion dos espectros MS1 retidos para a fragmentagao.

A rede molecular foi criada usando o fluxo de trabalho para redes moleculares
classicas (Classical Molecular Networking) (ARON et al., 2020) da plataforma do GNPS
(http://gnps.uesd.edu) (WANG et al., 2016). Os dados foram filtrados removendo todos os
ions fragmento MS/MS dentro da faixa de +/-17 Da do ion precursor. Os espectros de MS/MS
foram filtrados por janela escolhendo apenas os seis ions fragmento mais intensos na janela de
+/- 50 Da em todo o espectro, e o algoritmo MS-Clustering foi selecionado para a criagdo dos
espectros consenso ou nos. A tolerancia da massa tanto dos ions precursores quanto dos ions
fragmento, foi de 0,02 Da para ambos. Os espectros tanto do controle negativo do meio de
cultivo quanto dos solventes, foram excluidos ativando a op¢ao “filtrar os espectros do grupo
G6 como brancos antes da rede molecular”. A rede foi criada, conectando os nodos que
tivessem um valor de cosseno (cosine score) minimo de 0,7 e no minimo cinco ions
fragmento compartilhados. Além disso, as arestas entre os dois no6s foram mantidas na rede
somente se cada um dos nos aparecesse nos respectivos dez nos mais semelhantes.
Finalmente, o tamanho maximo de uma familia molecular foi definido como 100 nos ¢ as
bordas de pontuagdo mais baixa foram removidas das familias moleculares até que o tamanho
da familia molecular estivesse abaixo desse limite. O modo de pesquisa analogico foi usado
pesquisando contra espectros MS/MS com uma diferenca méaxima de 100,0 no valor do ion
precursor. Os espectros na rede foram entdo pesquisados contra as bibliotecas espectrais do
GNPS. Os espectros da biblioteca foram filtrados da mesma maneira que os dados de entrada.
Todas as correspondéncias mantidas entre os espectros de rede e espectros de biblioteca
precisavam ter uma pontuag¢dao acima de 0,70 e pelo menos cinco picos correspondentes. A

rede molecular foi visualizada usando o software Cytoscape 3.7.0.


http://gnps.uesd.edu/
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Isolamento dos microrganismos

ApoOs a coleta das amostras foi realizada uma diluigdo seriada e o plaqueamento da
solucao contendo as propolis e de suas respectivas resinas botanicas, € com cerca de 24 horas
de incubacdo, foi possivel observar o crescimento de bactérias, e a partir de entdo comecou o
processo de isolamento que durou até ndo crescer nenhum microrganismo com mofotipo
diferente daqueles que ja foram isolados (o que levou cerca de duas semanas). Os Fungos
comegaram a aparecer uma semana apos o plaqueamento, e isso se deve ao metabolismo
desses microrganismos ser mais lento quando comparados com o das bactérias.

Para a propolis verde e sua resina foram, ao total, foram isolados 65 microrganismos,
43 da Propolis verde (um fungo e 42 bactérias) e 22 microrganismos (2 fungos e 20 bactérias)
dos brotos jovens da planta B. dracunculifolia. A tabela 1 apresenta o nimero de isolados por

meio de cultivo utilizado para sua obtencgao.

Tabela 1. Microrganismos isolados da Propolis verde e de B. dracunculifolia.

Broto de Baccharis

Meio de Cultura Propolis Verde dracunculifolia
BDA 0 0
MA 0 0
MSSC 0 0
LNMS 4 2
ISP2 4 2
AN 17 3
TGE 4 4
TSA 8 9
Agar-Agua+propolis 2 2
CCA 4 0
TOTAL 43 22

AN: Agar nutriente; BDA: Batata, Dextrose Agar; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2: International
Streptomyces Project 2; LNMS: Agar, sais minerais com baixo teor de nutrientes; MA: Martin: MSSC: Sais
minerais, amido e agar caseina; TGE: Agar Extrato glicose Triptona; TSA: Agar Triptona de soja;

Observando os morfotipos de todos os isolados (Anexo B), fez-se notdrio algumas

diferengas como cor e producdo de pigmentos soluveis, onde as cores marrom e amarelo se
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fizeram presentes, produ¢do de cepas amarelas sem pigmento soluvel, além do isolamento de
microrganismos com a coloragdo branca, bege e cinza e producdo de pigmento solivel nas
cores amarelas, marrom e bege (Figura 8). Apenas um fungo foi isolado no meio agua + agar
+ propolis, este expds micélio cinza esverdeado. As actinobactérias isoladas apresentaram

coloracdo amarela, € uma variagao de branco, cinza e marrom (Figura 8).

Figura 8. Exemplos de alguns morfotipos de microrganismos isolados da propolis verde e resina de B.
dracunculifolia. As bactérias estdo cultivadas em meio TSA e os fungos em meio BDA ou meio com propolis.

Quanto aos microrganismos isolados da resina de Baccharis dracunculifolia, foram
isolados microrganismos na cor marrom claro, amarelo, branco e outros. E os dois fungos

filamentosos isolados do broto, foram isolados do meio ISP2, um apresentando uma cor cinza
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escuro € o outro os micélios sdo laranja claro (Figura 8). A coloragdo ¢ influenciada por
fatores como pH, temperatura e fonte de nutrientes (AMAL et al., 2011).

A caracterizagdo do morfotipo aliada a utilizagdo de técnicas moleculares para
identificacdo de microrganismos, sdo passos fundamentais na identificacdo de novos grupos
de taxons, pois caracteristicas como cor da cepa e producdo de pigmento solivel, podem
auxiliar na identificagdo e se tornam um indicativo da diversidade microbiana presente neste
material e indispensaveis para a selecao de estirpes com potencial biotecnologico (CHAGAS
JUNIOR, OLIVEIRA: OLIVEIRA, 2010; BRITO et al., 2015; NAVROSKI et al., 2015;
ARAUJO: GAUTER, 2017; INACIO et al., 2020).

Ao final do isolamento dos microrganismos da prépolis vermelha, foram isolados 47
microrganismos, distribuidos em 32 microrganismos da propolis e 15 da resina de origem
(Tabela 2) e da propolis verde da Caatinga um total de 52, com 32 microrganismos isolados

da propolis (sendo 14 fungos) e 20 da resina (Tabela 3) (Anexo B).

Tabela 2. Microrganismos isolados da Propolis Vermelha e de D. ecastophyllum

Meio de Cultura Propolis Vermelha Resina de D. ecastophyllum
BDA 1 0
MA 1 0
MSSC 1 0
LNMS 4 0
ISP2 4 0
AN 6 5
TGE 8 6
TSA 5 3
Agar-Agua+propolis 0 0
CCA 2 1
TOTAL 32 15

AN: Agar nutriente; BDA: Batata, Dextrose Agar; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2: International
Streptomyces Project 2; LNMS: Agar, sais minerais com baixo teor de nutrientes; MA: Martin; MSSC: Sais
minerais, amido e agar caseina TGE: Agar Extrato glicose Triptona; TSA: Agar Triptona de soja;
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Tabela 3. Microrganismos isolados da Propolis Verde da Caatinga e de M. tenuiflora

Meio de Cultura Propolis Vermelha Broto de M. tenuiflora
BDA 3

MA 5
MSSC 3
LNMS 4
ISP2 2

AN 7
1

5

0

2

TGE
TSA
Agar-Agua-+propolis

—_— O | A~ DI O = |O O

CCA

TOTAL 32 20

AN: Agar nutriente; BDA: Batata, Dextrose Agar; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2: International
Streptomyces Project 2; LNMS: Agar, sais minerais com baixo teor de nutrientes; MA: Martin; MSSC: Sais
minerais, amido e agar caseina TGE: Agar Extrato glicose Triptona; TSA: Agar Triptona de soja.

Diferentes morfotipos foram isolados das amostras da propolis vermelha (ANEXO
C) e da verde da Caatinga (ANEXO D) como também nas resinas de origem. Foram
observadas bactérias apresentando as cores: branca, amarelo, cinza, marrom, bege e rosa; e
com fungos apresentado a cor preta, branca, preta e branca, marrom e cinza (Figura 9).

Os fungos filamentosos produzem uma gama de pigmentos que incluem diversas
classes quimicas, como carotenoides, melaninas, flavinas, fenazinas, quinonas e, mais
especificamente, monascinas, violaceina ou indigo e podem ser utilizados como matéria prima
com fonte de pigmentos e corantes naturais e dessa maneira substituir os sintéticos, visto que
com a atual preferéncia dos consumidores por corantes naturais de qualidade alimentar esta
associada a imagem de saudavel e de boa qualidade a busca por corantes naturais estd cada

vez maior (CARO et al., 2012; DUFOSSE et al., 2014).



Figura 9. Morfotipos de microrganismos isolados das propolis vermelha e verde da Caatinga, como também de
suas resinas de origem no meio TSA e BDA.

Entre as moléculas que apresentam cor produzidas pelas bactérias encontram-se os
carotenoides, melaninas, flavinas, fenazinas, quinonas, bacterioclorofilas, monascinas,
violaceina, prodigiosina e o indigo (DUFOSSE, 2016).

Muitos pigmentos tém importancia industrial. O sucesso de qualquer produto
pigmentar fabricado por fermentagdo depende da sua aceitabilidade no mercado, da aprovacao
regulamentar ¢ da dimensdo do investimento de capital necessario para a sua produgdo
(VENIL; ZACARIA; AHAMAD, 2013).

No campo dos corantes naturais, os pigmentos a base de bactérias estdo atualmente
sendo pesquisados como uma alternativa potencialmente vidvel aos pigmentos organicos
devido aos multiplos beneficios que proporcionam em termos de estabilidade de cor,
acessibilidade e tecnologia de cultivo. Isso ocorre porque os pigmentos a base de bactérias
oferecem aos corantes naturais uma op¢ao mais ecoldgica e economica (MUHAMMAD et al.,

2024).
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A presenga de microrganismos Gram positivos esteve apenas na propolis verde, com
trés isolados (ISP2 P GRN 2, ISP2 P GRN 3 ¢ ISPE P GRN 4), as demais bactérias isoladas
sao Gram negativas, enquanto que para as outras propolis, todas as bactérias sdao Gram
negativas. Sugerindo que a propolis ¢ um ambiente mais propicio a bactérias Gram negativas
em comparagdo com as Gram-positivas. A coloragdo de Gram ¢ um método importante e
bastante utilizado na bacteriologia e sua finalidade ¢ a classificagdo de microrganismos com
base em suas caracteristicas tintoriais, tamanho, forma e arranjo celular (FREITAS; PICOLI,
2007).

A partir desse isolamento, percebemos que hd fungos e bactérias associados as
propolis coletadas e as resinas de origem que apresentam diversos tipos de morfotipo,

variando nas cores, produ¢do de pigmento soluvel e a coloragdo de Gram a qual pertencem.

6.2 Identificacdo dos microrganismos

As sequéncias dos pares de base dos microrganismos isolados foram comparadas
com as sequéncias depositadas no banco de dados GenBank, no “National Center for
Biotechnology Information” (NCBI) utilizando a ferramenta “Basic Local Aligment Search
Tool” (BLAST) para identificar os microrganismos. Alguns microrganismos niao foram
identificados, pois com a quantidade de pares de bases sequenciadas ndo foi suficiente para
comparar com outras sequéncias no banco de dados. Para a propolis verde e a resina de
Baccaris dracunculifolia 12 microrganismos ndo foram identificados; para a propolis
vermelha, uma bactéria ndo foi identificada; para a propolis verde da Caatinga e sua resina de

Mimosa tenuiflora, nao foram identificados sete microrganismos.

6.2.1 Identificacdo dos microrganismos da propolis verde e da resina de B.

dracunculifolia

Dos 65 microrganismos isolados da propolis verde e sua respectiva resina de origem,
sendo 62 bactérias e trés fungos, foram identificados 37 microrganismos da préopolis e 16 da
resina de Baccaris dracunculifolia, totalizando 53 microrganismos identificados. Desses, 48
microrganismos foram identificados com porcentagem de similaridade superior a 99 %, os

demais isolados tiveram o percentual de similaridade variando entre 96,37 e 98,5 % (Tabela
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4). A tabela 4 estd organizada com a primeira coluna identificando se o microrganismo foi

isolado da propolis verde ou da resina de B. dracunculifolia, seguido de qual meio de cultura

o microrganismo foi isolado, a terceira coluna indicando qual cédigo cada isolado recebeu, a

quarta coluna com a identificacao de cada isolado e a quinta coluna, indica o percentual de

identificacdo dos microrganismos.

Tabela 4. Identificacdo dos microrganismos isolados da propolis verde ¢ da sua fonte botanica, a resina de
Baccharis dracunculifolia DC. (alecrim-do-campo) coletados em Guaranésia - MG.

1;/:3::{1?11 g/{lellt(l)llflzf:2 Isolado’ Identificacio® iden:/i‘;'i(ci::g:5105

AN P GRN 1 Klebsiella oxytoca 100
AN P GRN 2 Enterobacter sp. 97
AN P GRN 3 Enterobacter sp. 99,53
AN P GRN 4 Klebsiella oxytoca 99,76
AN P GRN 5 Enterobacter asburiae 98,20
AN P GRN 6 Kosakonia cowanii 99,53
AN P GRN 7 Enterobacter sp. 100

Propolis verde AN AN P GRN 8 Enterobacter cloacae 99,07
AN P GRN 9 Enterobacter hormaechei 99,30
AN P GRN 10 Kosakonia cowanii 100
AN P GRN 11 Kosakonia cowanii 99,53
AN P GRN 12 Enterobacter sp. 99,53
AN P GRN 13 Atlantibacter hermannii 99,30
AN P GRN 14 Klebsiella oxytoca 99,76
AN P GRN 15 Kosakonia cowanii 99,53
AN P GRN 16 Enterobacter sp. 100
AN P GRN 17 Enterobacter gallinarum 98,50
CCAPGRN1 Enterobacter sp. 99,53

Propolis verde CCA CCAPGRN2 Enterobacter sp. 99,53
CCAPGRN3 Enterobacter sp. 99,53
CCAPGRN14 Enterobacter cloacae 99,53
ISP2 P GRN 1 Enterobacter sp. 99,52

Propolis verde 1SP2 ISP2 P GRN 2 Nao identificado -
ISP2 P GRN 3 Nao identificado -

ISP2 P GRN 4

Nao identificado




52

LNMS P GRN 1 Bacillus pumilus 100
) LNMS P GRN 2 Nao identificado -
Propolis verde LNMS ) )
LNMS P GRN 3 Nao identificado -
LNMS P GRN 4 Nao identificado -
Meio P GRN 1 Penicillium corylophilum. 99,00
Propolis verde com
propolis P GRN 2 Pantoea septica 99,02
TGE P GRN 1 Lactococcus lactis 99,76
) TGE P GRN 2 Enterobacter cloacae 99,07
Propolis verde TGE
TGE P GRN 3 Kasokania sp 100
TGE P GRN 4 Salmonella sp. 99,07
TSA P GRN 1 Enterococcus gallinarum 100
TSA P GRN 2 Klebsiella oxytoca 100
TSA P GRN 3 Klebsiella oxytoca 99,76
) TSA P GRN 4 Enterobacter cloacae 99,76
Propolis verde TSA
TSA P GRN 5 Enterobacter sp. 99,77
TSA P GRN 6 Enterobacter cloacae 98,12
TSA P GRN 7 Pantoea agglomerans 100
TSA P GRN 8 Klebsiella pneumoniae 99,76
AN R GRN 1 Enterobacter cloacae 99,52
Resina B. :
s AN AN R GRN 2 Klebsiella oxytoca 99,77
dracunculifolia
AN R GRN 3 Atlantibacter hermannii 99,76
Resina B. ISP2 R GRN' 1 Nao identificado -
1 ISP2
dracunculifolia ISP2 R GRN 2 Nio identificado -
Resina B LNMS R GRN 1 Pantoea agglomerans 96,37
1 LNMS
dracunculifolia LNMS R GRN 2 Nao identificado -
Resina B. Meio R GRN 1 Enterobacter cloacae 97
1 com
dracunculifolia propolis R GRN 2 Enterobacter cloacae 99,76
TGER GRN 1 Salmonella sp. 99,07
Resina B. TGE TGE R GRN 2 Klebsiella oxytoca 99,53
dracunculifolia TGE R GRN 3 Enterobacter cloacae 99,77
TGE R GRN 4 Enterobacter ludwigii 99,30
TSA R GRN 1 Kosakonia cowanii 99,53
Resina B. ,
1 TSA TSA R GRN 2 Klebsiella oxytoca 99,77
dracunculifolia
TSAR GRN 3 Nao identificado -
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TSA R GRN 4 Enterobacter cloacae 99,54
TSA R GRN 5 Enterobacter cloacae 99,76
TSA R GRN 6 Acinetobacter radioresistens 99,29
TSA R GRN 7 Enterococcus casseliflavus 99,53
TSA R GRN 8 Nao identificado -
TSA R GRN9 Nao identificado -

AN: Agar nutriente; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2: International Streptomyces Project 2; LNMS: Agar,
sais minerais com baixo teor de nutrientes; TGE: Agar Extrato glicose Triptona; TSA: Agar Triptona de soja; P:

Propolis; R: Resina; GRN: Guaranésia.

1 2 3

material que o microrganismo foi isolado; * meio de cultura utilizado no isolamento; ° codigo de cada

microrganismo; * identificagdo do microrganismo; 3 percentual de identificagdo dos microrganismos comparados

com o banco de dados utilizado.

Foi identificado que entre os microrganismos isolados da propolis verde e sua resina
ha 17 espécies distribuidos em 11 géneros (tabela 4). Entre esses microrganismos, ha cinco
espécies em comum entre a propolis verde e a resina de B. dracunculifolia, que sao:
Klebsiella oxytoca, Kasokania cowanii, Enterobacter cloacae, Atlantibacter hermanii,
Pantoea agglomerans e bactérias identificadas como Salmonellas sp., totalizando 27 cepas em
comum. Enquanto que Enterobacter asburiae, Enterobacter hormaechei, Enterobacter
gallinarum, Pantoea septica, Lactococcus lactis, Bacillus pumillus, Klebsiela pneumoniae €
Penicillium corylophilum foram isoladas apenas da propolis verde. As espécies Enterobacter
ludwigii, Acinetobacter radiresistens e Enterococcus casseliflavus foram identificadas apenas
na resina. Assim, verificamos que hd microrganismos em comum para a propolis verde e sua
resina de origem, como também microrganismos especificos para cada material. No melhor
do nosso conhecimento, ndo ha outros trabalhos isolando e identificando microrganismos da
propolis verde e nem da resina de B. dracunculifolia, e por isso a discussdo sera feita
comparando com outras propolis no topico 6.2.4.

Ao analisar os microrganismos isolados da propolis verde e sua resina de origem
(tabela 4), foi observado que no meio Agar Nutriente (AN) foram isoladas 7 espécies:
Klebsiella oxytoca, Kasokania cowanii, Enterobacter sp., Enterobacter asburiae,
Enterobacter cloacae, Enterobacter hormaecheii e Atlantibacter hermanii, sendo que as
cepas Enterobacter asburiae, Enterobacter hormaecheii e Atlantibacter hermanii foram
identificadas apenas nesse meio. As cepas Lactococcus lactis, Enterobacter ludwuigii e
Salmonella sp. foram isoladas apenas no meio TGE, enquanto que Enterobacter gallinarum,

Klebsiela pneumoniae, Acinetobacter radioresistens e Enterococcus casseliflavus foram
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identificadas apenas no meio TSA. Enquanto que a bactéria Bacillus pumilus cresceu apenas
no meio LNMS. Por outro lado, foi observado que os meios BDA, Martin ¢ MSSC nao
cresceu microrganismo. Assim, foi possivel notar a importancia de utilizar diferentes meios
de cultura, que apresentam diferentes condigdes nutricionais e pH, para prospectar e isolar
microrganismos. Devido as diversas exigéncias nutricionais que 0S microrganismos
apresentam, tém sido usados variados meios de cultura que, geralmente, sdo ricos em
nutrientes, possibilitando o crescimento de uma grande variedade de microrganismos
(BONNET et al., 2019).

O fungo Penicillium corylophilum, chama a atencao por ter sido o Unico isolado que
cresceu no meio com propolis. Esse € um fungo que também pode ser isolado em outros
ambientes, como associado a cereais (cevada, arroz em casca, trigo), farinha, nozes, frutas e
bolos congelados, laticinios, frutas, dgua, suco de frutas, cosméticos (PITT; HOCKING
2009), e agora neste trabalho foi identificado na prépolis verde. Esse fungo é conhecido por
produzir metabdlitos secundarios com acdo antifingica, antibiotica e por ser um fungo
entomopatogénico, dessa maneira, pode contribuir para as propriedades antimicrobianas da
propolis e repelir possiveis insetos parasitas (SILVA et al.,, 2004; COSTA; MORAES;
OLIVEIRA, 1998; COSTA; MORAES; GALVAO 2003).

Uma bactéria que destacamos ¢ a identificada como Bacillus pumillus, espécie
comumente encontrada associada a intestinos de insetos, como na filosfera de plantas, possui
atividade relatada na literatura contra os insetos Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus,
Anopheles stephensi, Amrasca biguttula e larvas de Ceratitis capitata (Wiedemann), como
também com atividade fungicida, capaz de inibir o crescimento in vitro € in vivo dos fungos
fitopatogénico Mycosphaerella fijiensis € Pseudocercospora fijiensis. O género Bacillus €
conhecido por ter uma gama de espécies entomopatogénicas e sdo agentes naturais utilizados
no controle bioldgico de pragas invertebradas e sdo a base de muitos inseticidas comerciais
(MOLINA et al.,, 2010; SIVAKUMAR et al., 2016; CRUZ-MARTIN et al., 2017;
RAGUVARAN et al., 2022 CRUZ-MARTIN et al., 2023)

6.2.2 Identificacido dos microrganismos da propolis vermelha e da resina de D.

ecastophyllum

Das 47 bactérias isoladas da propolis vermelha e sua resina de origem, foram

identificadas 46 bactérias, e apenas uma bactéria ndo foi identificada. Apenas uma
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identificacdo apresentou percentual de similaridade menor que 99 %, que foi o isolado AN R

MAC 2 com 98,84 % de similaridade com a bactéria do género Enterobacter (tabela 5). A

tabela 5 esta organizada com a primeira coluna identificando se o microrganismo foi isolado

da propolis vermelha ou da resina de D. ecastophyllum, seguido de qual meio de cultura o

microrganismo foi isolado, a terceira coluna indicando qual cédigo cada isolado recebeu, a

quarta coluna com a identificacdo de cada isolado e a quinta coluna, indica o percentual de

identificacdo dos microrganismos.

Tabela 5. Identificacdo dos microrganismos isolados da propolis vermelha e da sua fonte boténica a resina de
Dalbergia ecastophyllum (L.) (rabo-de-bugio) coletados em Marechal Deodoro — AL.

1;/:3:::1?11 g/{leli(l)u(‘i:z Isolado® Identificacdio® iden(t)?fl(cizelg:ﬁlo5
AN P MAC 1 Enterobacter asburiae 99,07
AN P MAC2 Enterobacter sp. 99,53
Propolis AN ANPMAC3 Enterobacter bugandensis 99,30
vermelha AN P MAC 4 Pantoea cypripedii 99,07
AN P MAC 5 Atlantibacter hermannii 99,53
AN P MAC 6 Enterobacter asburiae 99,07
gggg&z BDA BDA P MAC 1 Luteibacter rhizovicinus 99,53
Propolis CCA CCAPMAC1 Enterobacter sp. 99,77
vermelha CCAPMAC2 Pantoea aglomerans 99,76
ISP2 P MAC 1 Luteibacter rhizovicinus 99,54
Prépolis 1SP2 ISP2 P MAC 2 Brucella intermedia 99,25
vermelha ISP2 P MAC 3 Pluralibacter gergoviae 99,53
ISP2 P MAC 4 Brucella intermedia 99,25
LNMS P MAC 1 Enterobacter sp. 99,07
5poli LNMS P MAC 2 Pantoea dispersa 99,53
‘Zggg}}i LNMS LNMS P MAC 3  Luteibacter rhizovicinus 99,30
LNMS P MAC 4 Pantoea agglomerans 99,76
\E)errénligllﬁsa MA MI\AARAEI;I P Pantoea agglomerans 99,76
f;‘jﬁ;’};i MSSC MSSCPMAC 1 Luteibacter rhizovicinus 99,53
TGE P MAC 1 Enterobacter asburiae 99,52
i)ergggllli; TGE TGE P MAC 2 Enterobacter asburiae 99,52
TGE P MAC 3 Enterobacter asburiae 99,76
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TGE P MAC 4 Pantoea dispersa 99,76
TGE P MAC 5 Enterobacter hormaecheii 99,53
TGE P MAC 6 Pantoea agglomerans 99,76
TGE P MAC 7 Enterobacter sp. 99,53
TGE P MAC 8 Enterobacter hormaechei 99,52
TSA P MAC 1 Enterobacter sp. 99,30
TSA P MAC 2 Enterobacter sp. 96,57
Propolis
TSA TSA P MAC3 Enterobacter sp. 96,88
vermelha
TSA P MAC4 Enterobacter sp. 96,57
TSA P MAC 5 Nao identificado -
ANRMAC 1 Enterobacter sp. 99,53
AN R MAC2 Enterobacter sp. 98,84
Resina D. AN ANRMAC3 Cronobacter dublinensis 99,30
ecastophyllum
AN R MAC 4 Enterobacter bugandensis 99,53
AN R MACS5 Klebsiella aerogenes 99,54
Resina D. CCA CCARMAC 1  Pseudocitrobacter faecalis 99,30
ecastophyllum
TGE R MAC 1 Pantoea dispersa 99,53
TGE R MAC 2 Enterobacter sp. 99,76
Resina D. TGE TGE R MAC 3 Enterobacter sp. 99,23
ecastophyllum TGE R MAC 4 Citrobacter braakii 99,07
TGE R MAC 5 Enterobacter cloacae 99,07
TGE R MAC 6 Citrobacter braakii 99,30
TSARMAC 1 Enterobacter sp. 99,53
Resina D. TSA TSA RMAC?2 Pantoea dispersa 99,52
ecastophyllum
TSA R MAC 3 Enterobacter sp. 99,53

AN: Agar nutriente; BDA: Batata, Dextrose, Agar; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2: International
Streptomyces Project 2; LNMS: Agar, sais minerais com baixo teor de nutrientes; MSSC: Sais minerais, amido e
4gar caseina: TGE: Agar Extrato glicose Triptona; TSA: Agar Triptona de soja; P: Propolis; R: Resina; MAC:
Marechal Deodoro.

! material que o microrganismo foi isolado; 2 meio de cultura utilizado no isolamento; 3 codigo de cada
microrganismo; * identificagdo do microrganismo; > percentual de identificagdo dos microrganismos comparados
com o banco de dados utilizado.

2 3

Dos microrganismos isolados da propolis vermelha e também sua respectiva resina
de origem, foram identificadas 16 espécies distribuidas em 10 géneros (tabela 5), havendo
duas espécies em comum na propolis e sua resina de origem, a Pantoea dispersa e

Enterobacter bugandensis totalizando 6 cepas em comum, e algumas bactérias identificadas
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apenas ao nivel do género Enterobacter também foram encontradas em comum com a
propolis vermelha e sua resina, totalizando 13 cepas. Enquanto que as espécies Enterobacter
asburiae, Enterobacter hormaechei, Atlantibacter hermanii, Luteibacter rhizovicinus,
Brucella intermedia, Pluralibacter gergoviae, Pantoea agglomerans e Pantoea cypripedii
foram isoladas apenas na propolis e as espécies Cronobacter dublinensis, Klebsiela
aerogenes, Pseudocitrobacter faecallis, Citrobacter braakii e Enterobacter cloacae foram
isoladas apenas na resina de D. ecastophyllum. No melhor do nosso conhecimento, ndo ha
outros trabalhos isolando e identificando microrganismos da propolis vermelha, e por isso a
discussdo sera feita comparando com outras propolis no topico 6.2.4, nesse topico
abordaremos alguns microrganismos com atividade bioldgica relatada na literatura.

Analisando os resultados da identificagdo dos microrganismos da propolis vermelha
e a resina proveniente de Dalbergia ecastophyllum (L.), nos meios AN e TGE foram
identificadas nove espécies em cada meio, havendo bactérias em comum identificadas como
Enterobacter asburiae, como também algumas identificadas ao nivel do género Enterobacter.
No meio ISP2, foram identificadas duas bactérias que ndo cresceram em mais nenhuma
condigdo, as bactérias Brucella intermedia e Pluralibacter gergoviae. E ainda o meio CCA,
isolando microrganismos da resina, identificamos uma bactéria com a espécie
Pseudocitrobacter faecalis.

A escolha adequada do procedimento laboratorial para isolamento de
microrganismos ¢ um pré-requisito essencial, pois sdo diversos fatores que podem afetar os
resultados de isolamento de microrganismos (ALBUQUERQUE; ITO; MIYJAIL 2000). E
possivel realizar o isolamento de microrganismos presentes em diferentes habitats simulando,
no laboratério, as condi¢cdes em que se desenvolvem naturalmente, como também oferecer e
assegurar condi¢des nutricionais através da utilizagdo de diversos meios de cultura, como
também as condigdes de temperatura e concentracdo de oxigénio em que esses
microrganismos sao mantidos. Para distinguir diferentes microrganismos presentes em
populagdes complexas, devem ser empregados meios de cultura seletivos, ou adicionando um
antibidtico ou antifingico, para promoverem o crescimento de determinados microrganismos,

em detrimento de outros (BONNET et al., 2020).



58

6.2.3 Identificacdo dos microrganismos da propolis verde da Caatinga e da resina

de M. tenuiflora

Do total de 52 microrganismos isolados da propolis, 39 foram bactérias e 13 fungos.

nao foi possivel identificar 7 microrganismos (seis bactérias e um fungo). Aqui o percentual

de similaridade foi o que apresentou maior variagdo, havendo apenas seis microrganismos

identificados com percentual de similaridade acima de 99 %. Para os demais isolados, o

percentual de similaridade variou entre 85,96 e 98,58 % (Tabela 6). A tabela 6 estd

organizada com a primeira coluna identificando se o microrganismo foi isolado da propolis

verde da Caatinga ou da resina de M. tenuiflora, seguido de qual meio de cultura o

microrganismo foi isolado, a terceira coluna indicando qual codigo cada isolado recebeu, a

quarta coluna com a identificagdo de cada isolado e a quinta coluna, indica o percentual de

identificacdo dos microrganismos.

Tabela 6. Identificacdo dos microrganismos isolados da propolis verde da Caatinga e sua fonte botanica, a resina
de Mimosa tenuiflora (jurema preta) coletados em Remanso - BA.

Material Meio de . ~ % de
Isolado! Cultura? Isolado® Identificacdo* identificaciio
AN P REM 1 Enterobacter asburiae 92,11
AN P REM 2 Klebsiela aerogenes 95,83
o AN P REM 3 Enterobacter mori 94,26
Propolis
verde da AN AN P REM 4 Klebsiela sp. 96,97
Caatinga AN P REM 5 Klebsiella aerogenes 97,11
AN P REM 6 Nao identificado -
AN P REM 7 Enterobacter asburiae 92,11
o BDAPREM 1 Nao identificado -
Prépolis
verde da BDA BDA P REM 2 Penicillium griseofulvum 99,06
Caatinga BDA P REM 3 Aspergillus tamarii 98,47
Propolis CCAPREM 1 Enterobacter sp. 97,12
Verd§ da CCA CCAPREM?2 Pseudomonas putida 98,60
Caatinga
Propolis ISP2 P REM 1 Enterobacter sp. 92,16
verde da ISP2 . )
Caatinea ISP2 P REM 2 Nao identificado -
o LNMS PREM 1 Klebsiella pneumoniae 97,67
Propolis
verde da LNMS LNMS P REM 2 Pseudomonas aeruginosa 99,76
Caatinga LNMS P REM 3 Aspergillus flavus 97,72
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LNMS P REM 4 Fusarium solani 98,82
MARTIN P REM 1 Penicillium citrinum 99,53
o MARTIN P REM 2 Aspergillus flavus 97,39
Propolis
verde da MA MARTIN P REM 3 Aspergillus tamarii 97,00
Caatinga MARTIN P REM 4 Fusarium solani 98,85
MARTIN P REM 5 Aspergillus oryzae 96,00
o MSSCP REM 1 Fusarium solani 98,00
Propolis
verde da MSSC MSSC P REM 2 Paecilomyces maximus 98,15
Caatinga MSSC P REM 3 Aspergillus flavus 98,48
Propolis
verde da TGE TGE P REM 1 Leclercia adecarboxylata 98,58
Caatinga
TSAPREM 1 Klebsiella sp. 96,08
o TSA P REM 2 Pseudocitrobacter faecalis 95,68
Propolis
verde da TSA TSA P REM 3 Klebsiella pneumoniae 94,03
Caatinga TSA P REM 4 Klebsiella aerogenes 97,91
TSA PREM 5 Enterobacter sp. 98,81
. AN R REM 1 Nao identificado -
Resina M. AN
tenuiflora AN R REM 2 Nao identificado -
Resma M. CCA CCARREM Enterobacter asburiae 97,66
tenuiflora
ISP2R REM 1 Klebsiella pneumoniae 97,91
ISP2 R REM 2 Pseudomonas aeruginosa 100
ISP2 R REM 3 Nao identificado -
Resina M. ISP2 ISP2 R REM 4 Pseudomonas aeruginosa 99,30
tenuiflora
i ISP2 R REM 5 Enterobacter sp. 85,96
ISP2 R REM 6 Pseudomonas aeruginosa 98,83
ISP2 R REM 7 Pseudomonas aeruginosa 99,13
Resma M. MSSC MSSCR REM 1 Pantoea dispersa 98,85
tenuiflora
TGE P REM 1 Leclercia adecarboxylata 98,58
Resina M. oE TGE R REM 2 Pantoea sp. 98,13
tenuiflora TGE R REM 3 Nao identificado -
TGE R REM 4 Citrobacter sp. 96,98
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TSARREM 1 Klebsiela sp. 96,08
TSA R REM 2 Enterobacter sp. 97,32
Resina M. TSA TSA R REM 3 Citrobacter freundii 98,57
renuiflora TSA RREM 4 Enterobacter sp. 94,01
TSA R REM 5 Klebsiella pneumoniae 88,84

AN: Agar nutriente; BDA: Batata Dextrose Agar; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2: International
Streptomyces Project 2; LNMS: Agar, sais minerais com baixo teor de nutrientes; MSSC: Sais minerais, amido e
4gar caseina; TGE: Agar Extrato glicose Triptona; TSA: Agar Triptona de soja; P: Propolis; R: Resina; REM:
Remanso.

! material que o microrganismo foi isolado; 2 meio de cultura utilizado no isolamento; * codigo de cada
microrganismo; # identificagdo do microrganismo; 3 percentual de identificagdo dos microrganismos comparados
com o banco de dados utilizado

3

Quanto a identificagdo dos microrganismos da propolis verde da Caatinga com a
resina coletada da planta Mimosa tenuiflora foram identificadas 18 espécies distribuidas em
11 géneros (tabela 6), onde 3 espécies que repetem: Enterobacter asburiae, Klebsiella
pneumoniae ¢ Pseudomonas aeruginosa, totalizando 12 cepas, havendo também alguns
microrganismos que foram identificados ao nivel dos géneros Klebsiella e Enterobacter e
esses foram 10 microrganismos. Enquanto que as espécies Klebsillesa aerogenes,
Enterobacter  mori, Pseudomonas putida, Pseudocitrobacter faecalis, Leclersia
adecarboxylata, Penicillium griseofulvum, Aspergillus tamarii, Aspergillus flavus,
Aspergillus oryzae, Fusarium solani, Penicillium Citrinum e Paecilomyces maximus foram
identificadas apenas na propolis verde da Caatinga. Como também as espécies Pantoea
dispersa e Citrobacter freundii foram identificadas apenas na resina de M. tenuiflora. No
melhor do nosso conhecimento, ndo ha outros trabalhos isolando e identificando
microrganismos da propolis verde da Caatinga, e por isso a discussao sera feita comparando
com outras propolis no topico 6.2.4.

A identificagcdo dos microrganismos da propolis verde da Caatinga e da sua resina de
origem (tabela 5), demonstrou que no meio TSA foi identificado as bactérias
Pseudocitrobacter faecalis e Citrobacter freundii, encontradas somente neste meio de cultura.
No meio MSSC houve o crescimento do fungo Paecilomyces maximus € ndo encontramos
mais essa espécie de fungo em nenhum outro meio de cultura e as espécies Aspergillus flavus
e Fusarium solani, que também identificamos nos meios LNMS e no meio Martin. Nesse
ultimo meio, identificamos os isolados Penicilium citrinum, Aspergillus tamarii (também
identificado no meio BDA) e Aspergillus oryzae e a espécie fungica Penicillium griseofulvim

cresceu apenas no meio BDA.
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Bactérias identificadas como Pseudomonas aeruginosas ja foram identificadas em
diversos ambientes, trata-se de um importante patégeno oportunista que causa infecgdes
adquiridas em hospitais, também ¢ comumente encontrada em ambientes agricolas. Podem ser
encontradas em associagdo com as plantas, seja na rizosfera, filosfera ou como
microrganismos endofiticos. Como exemplo de plantas que esses microrganismos estao
associados, podemos citar: tomate, beringela, pepino e pimenta, ¢ agora neste trabalho
encontramos isolados associados & Mimosa tenuiflora. E importante salientar que estirpes
associadas a plantas partilham caracteristicas genéticas e metabolicas semelhantes com a de

isolados clinicos (AMBREETHA et al., 2022).

6.2.4 Comparacio entre microrganismos isolados nos trés tipos de propolis e suas

respectivas resinas de origem.

Ao total, foram identificadas 38 espécies bacterianas, distribuidas em 18 géneros,
onde foram atribuidos a dois filos: Proteobactéria (géneros Pseudocitrobacter, Acinetobacter,
Enterobacter, Klebsiella, Kasokania, Atlantibacter, Pseudomonas, Citrobacter, Cromobacter,
Luteibacter, Brucella, Curtubacterium, Pluralibacter, Pantoea e Leclercia) e Firmicutes
(géneros Bacillus, Enterococcus e Lactococcus). Ao isolar e identificar microrganismos da
propolis de dois locais em Porto Rico, Matos et al. (2023) também observaram que o filo
Proteobactéria continha a maior quantidade de isolados, onde também encontraram bactérias
dos filos Actinobactéria, Cianobactéria, Firmicutes, Bacteroidetes e Acidobactéria. Ao
comparar os isolados das propolis analisadas neste trabalho e com as coletadas em Porto Rico,
foi observado que os géneros Enterobacter, Curtobacterium e Bacillus sio em comum € ao
comparar as espécies, somente a espécie Enterobacter ludwigii esteve presente na propolis de
Porto Rico, como também na prépolis verde. Adicionalmente, salienta-se que neste trabalho
da literatura ndo foi trabalhado com a resina correspondente a propolis. Outra espécie
encontrada na propolis verde que ja foi identificada com prépolis de outro pais, foi a espécie
Pantoea agglomerans, também identificada na propolis da Itdlia, em um trabalho realizado
por Casalone et al. (2020).

Ngalimat et al. (2019) isolaram microrganismos da propolis na Malasia e
encontraram bactérias distribuidas dos filos Firmicutes, Proteobactéria e Actinobactéria,
resultado semelhante ao deste trabalho. No trabalho, Ngalimat et al., (2019) foi verificado o
predominio de bactérias do género Bacillus na propolis coletada por eles, enquanto que neste

trabalho identificamos apenas a espécie Bacillus pumilus na propolis verde. Por outro lado,
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houve outras espécies que sdo em comum entre a propolis coletada na Maldsia com as deste
trabalho, como as espécies Enterobacter asburiae (encontrada nas trés propolis analisadas),
Enterobacter cloacae (isolados encontrados na propolis verde e na propolis vermelha) e
Pantoea dispersa (também identificada na propolis verde e na verde da Caatinga). Dessa
forma, nota-se que hé filos em comuns das bactérias encontradas na propolis verde, vermelha
e verde da Caatinga e suas respectivas resinas de origem com outras propolis ao redor do
mundo, como também algumas espécies bacterianas.

Quanto os fungos, as espécies identificadas neste trabalho sao do filo Ascomycota,
semelhantemente encontrado por Sallemi et al. (2022), onde isolando fungos da préopolis em
diferentes regides da Tunisia, encontrou que 97,5 % dos seus isolados pertencem ao filo
Ascomycota e os outros 2,5 % pertencem ao filo Basidiomicota. Esses autores identificaram a
nivel de género os fungos, e ao comparar com os fungos isolados da prépolis verde e da
propolis verde da Caatinga, verificamos a semelhanca com os géneros Penicillium e entre a
propolis verde da Caatinga os géneros Aspergillus, Penicillium ¢ Fusarium.

Ferreira et al. (2021) isolaram e identificaram fungos da prépolis da Baia de Iguape
(Bahia, Brasil) pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomicota. Quanto a comparacdo a
nivel de género, os géneros Aspergillus, Fusarium ¢ Penicillium se repetem com os isolados
identificados por Ferreira e colaboradores. Em relagdo a nivel de espécie, ao comparar com as
espécies identificadas nesse trabalho, o fungo identificado como Penicillium citrinum esteve
presente na propolis verde da Caatinga na propolis de Baia de Iguape.

Ao tragar o perfil das comunidades microbianas da prépolis, mel, favos e das
abelhas, Grubs et al. (2015) observaram microrganismos amplamente diversificados e
metabolicamente ativos associados aos componentes da colmeia, e ainda notaram que a maior
riqueza de microrganismos estava presente na propolis.

Os géneros Enterobacter, Klebsiella e Pantoea se apresentaram em todos os
materiais coletados, enquanto que o género Penicillium foi isolado na propolis verde e verde
da Caatinga, o género Atlantibacter foi identificado na propolis vermelha e na verde,
enquanto que os géneros Pseudocitrobacter e Citrobacter foram identificados na prépolis

verde da Caatinga e na propolis vermelha (figura 10).
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Praépolis verde e resina de
Baccharis dracunculifolia

Baceillus sp.; Kasokania sp.;
Acinetobacter sp.; Enterococcus sp.;
Salmonella sp.; Lactococcus sp.;
Penicillium sp. Atlantibacter sp.

Enterobacter sp.
Klebsiela sp.
Pscudomonas sp.; Pantoea sp. Cronobacter sp.;
Aspergillus sp.; Luteibacter sp.;
Fusarium sp.; Brucella sp.;
Pluralibacter sp.

Pseudocitrobacter

Paecilomyces sp.;
yees sp.; iy

Leclercia sp.; Citrobacter sp.
Propolis verde Caatinga e Propolis vermelha e resina
resina de Mimosa tenuiffora de Dalbergia ecastophyllum

Figura 10. Diagrama de veen com a identificacdo a nivel de género dos microrganismos isolados da propolis
verde, vermelha e verde da Caatinga (com suas respectivas resinas de origem).

O género Enterobacter sdo representadas por bactérias Gram-negativas, que possuem
flagelos, seu crescimento ¢ anaerobio facultativo, catalase positivo e oxidase negativo e estdo
associadas a uma variedade de nichos ecologicos, onde podem ser isoladas do solo, da dgua e
também de plantas, pois algumas espécies podem ser consideradas endofiticas ou até mesmo
fitopatogénicas, além de fazerem parte da microbiota intestinal animal e humana (MAGAIJI et
al. 2023, DAVIN-REGLI; LAVIGNE; PAGES 2019; SINGH et al., 2018). Ainda mais,
algumas espécies apresentam importancia biotecnoldgica, com aptidao agricola, pois estdo
associadas a abordagens de bioprocessamento e engenharia metabdlica, além de algumas
cepas apresentarem o potencial em promover o crescimento vegetal a partir da producdo de
enzimas antioxidantes e antioxidantes nao enzimaticos, como também aumentar a biomassa
vegetal, e auxiliar a eficiéncia de absorcao de nutrientes pelas plantas, além de apresentarem o
potencial de atenuar o efeito de estresse oxidativo nas plantas na presenga de metais pesados
(ZHUANG et al., 2011; GUPTA et al., 2019; MAGAIJI et al. 2023). Outro exemplo de
atividade deste género € que a espécie Enterobacter cloacae pode produzir grandes

quantidades de exopolissacarideos com a¢do antitumoral, possuir atividade de regulagdo
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imunolodgica, atividade antioxidante, anti-inflamatoria e antidiabética (XU et al., 2009; JIN et
al., 2010; JIN et al., 2012; ZHOU et al., 2014; ZHAO et al., 2015).

Outro género presente em todas as propolis coletadas, sao as bactérias do género
Klebsiella. Trata-se de um grupo de microrganismos que podem sobreviver em varios nichos
ecologicos, tanto de vida livre quanto associados ao hospedeiro. Esses nichos incluem solo,
agua, uma variedade de espécies de plantas, insetos, passaros, répteis € muitos mamiferos qual
esta bactéria pode ser um organismo comensal ou um potencial patogeno (WYRES; HOLT,
2018). A espécie Klebsiella pneumoniae ¢ uma bactéria Gram-negativa, imével, encapsulado,
fermentador de lactose, anaerébio facultativo, bactéria em forma de bastonete (AL-RUBAYE;
KADHIM; HAMEED, 2017). Esse grupo de bactéria pode produzir importantes metabolitos
secundarios com diversas atividades biologicas, como por exemplos compostos com
atividades antioxidante, anti-inflamatdria, antibidtica, antifungica e atividade anticoagulante.
Assim, percebe-se que com base na importincia do emprego de compostos bioativos em
farmécia para produzir medicamentos para o tratamento de muitas doengas, a purificacdo de
compostos produzidos pela Klebsiella pneumonia podem ser Uteis, porém atengdo especial
deve ser dada a essa espécie devido ao sua potencial patogenicidade ao ser humano (AL-
RUBAYE; KADHIM; HAMEED, 2017).

O género Pantoea trata-se de um grupo de eucariotos biologicamente diverso e
ecologicamente ativo amplamente distribuido em diversos habitats, sdo encontrados em
ambientes aquaticos, terrestres e em associagdo com plantas, insetos, humanos e animais, com
algumas espécies demonstrando aptidao para promog¢do de crescimento vegetal através da
fixagdo biologica de nitrogénio, como também podem ser encontrados associados ao intestino
de insetos com capacidade em decompor substancias toxicas ao hospedeiro (WALTERSON;
STAVRINIDES, 2015). A espécie Pantoea agglomerans ¢ conhecida como uma bactéria
epifito que se desenvolve na superficie das plantas e como organismo endofitico que vive
dentro as plantas, que ocorre abundantemente em produtos vegetais € animais, no corpo de
artropodes e outros animais, na agua, no solo, na poeira € no ar, ¢ também podem ser
encontradas associadas a4 humanos (VOLKSCH et al., 2009; QUECINE et al., 2015;
WALTERSON; STAVRINIDES 2015).

Os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium sao amplamente difundidos em
varios ambientes, incluindo solo, ar e vegetacdo, e agora na propolis. Indicando que a origem
desses fungos também pode estar ligada a materiais vegetais e/ou compostos coletados

durante a produgdo e armazenamento da propolis (SALLEMI et al., 2022).
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Fungos do género Aspergillus e Penicillium possuem algumas espécies de
importancia econdmica que apresentam metabdlitos bioativos e enzimas que sdo de interesse
da industria biotecnologica (HOUBRAKEN et al., 2010), que exercem funcao bioldgica
benéfica para a industria farmacéutica e ambiental, todavia algumas espécies sao patogénicas.
Algumas espécies de Aspergillus t€ém potencial para a producdo de aflatoxinas, causando
preocupacao aos produtores, processadores e comerciantes, devido as perdas econdmicas nos
produtos infestados (FERREIRA et al., 2021).

Analisando a identificacdo das espécies dos materiais coletados, foi observado que
ha espécies em comum para os trés tipos de propolis ou em comum com dois tipos (Figura
11). Algumas das bactérias identificadas neste trabalho, foram relatados na literatura como
presentes em outros componentes da colmeia, como pélen, mel, néctar e pao de abelha (graos
de polen que as abelhas coletam e misturam com a secre¢do das glandulas salivares ou néctar
antes de serem preservados e fermentados (DEGRANDI-HOFFMAN; ECKHOLM; HUANG
2013)) ou em insetos. A exemplo dessa afirmagdo, tém-se a bactéria Pantoea agglomerans
(presente na propolis verde e vermelha) encontrada em polen; Enterobacter cloacae muito
comum em conteudo intestinal de larvas de insetos; Enterococcus casseliflavus encontrada em
pdo de abelha; Pantoea septica encontrada em detritos das colmeias. Bactérias do género
Enterococcus também foram encontradas no pao de abelha. O género Pseudomonas,
encontrada na propolis verde da Caatinga também pode ser encontrado no pao de abelha,
poélen, no mel e no intestino das abelhas. Como também bactérias do género Bacillus, que sao
um dos componentes do microbioma central do intestino da abelha e também desempenha um
papel importante na defesa e conservagdo do mel. Enquanto que bactérias do género
Klebsiella (género presente nas trés propolis coletadas) foram relatados também no mel e o
mesmo acontece para o género Citrobacter (presente na propolis vermelha) (SNOWDON;
CLIVER 1996; SINACORI et al., 2014; GRABOWSKI; KLEIN 2017; WEN et al., 2017;
ANJUM et al., 2021; SCOARIS et al., 2021; LACONI et al., 2022; TSADILA; AMOROSO;
MOSSIALOS 2023).
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Propolis verde e resina de
Baccharis dracunculifolia

Enterobacter mori:
Klebsiela sp.;
Pseudomonas purida;
Pseudomonas aeruginosa;
Penicillium griseofulvim;
Penicillim citrinum;
Aspergillus tamarii;
Fusarium solani;

Paecilomyces maximus,

Leclercia adecarboxylata;
Citrobacter freundii
Propolis verde Caatinga e Propolis vermelha e resina
resina de Mimosa tenuiflora de Dalbergia ecastophyllum

Figura 11. Diagrama de veen com a identificacdo a nivel de espécie dos microrganismos isolados da prépolis
verde, vermelha e verde da Caatinga (com suas respectivas resinas de origem).

A propolis é um ambiente desafiador para prospectar microrganismos e isso se deve
as suas caracteristicas fisicas e quimicas. Portanto, sugere-se que a sobrevivéncia e
proliferacdo de microrganismos na propolis pode ter relagdo com cadeias respiratorias
especializadas que transferem elétrons de doadores de elétrons para aceptores de elétrons via
reacdes redox, um fendmeno bioldgico complexo que depende de compostos organicos como
as quinonas (GARCIA-MAZCORRO; KAWAS; MARROQUIN-CARDONA, 2019).

A variagdo da composicdo da microbiota de diferentes tipos de propolis pode ser
atribuida a vérios fatores a qual a propolis se encontra, como condi¢des climaticas a fonte
vegetal na qual as abelhas coletam a resina para a formagao desse material (DEZMIREAN et
al., 2020; VARDAR- UNLU; SILICI; UNLU, 2008). Além disso, a acessibilidade aos
alimentos durante a época de forrageamento pode mudar as comunidades microbianas

vivendo nas colmeias, como também, essa comunidade de fungos e bactérias podem ser
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influenciadas pelo manejo agricola na area ao entorno dos apiarios (BLEAU et al., 2020;
MUNOZ-COLMENERO et al., 2020).

A partir desses resultados, observamos que ha fungos e bactérias em comum para as
trés propolis com suas respectivas resinas de origem em comum, como também
microrganismos especificos para cada tipo. Observamos também que ha semelhanga entre os
isolados das propolis coletadas nesse trabalho com propolis da Turquia, Porto Rico, Italia e
Baia de Iguape (Bahia, Brasil), e que alguns desses microrganismos possuem atividade
relatada na literatura semelhante as da propolis, corroborando com a ideia de que esses
microrganismos podem influenciar nas propriedades biologicas da propolis. E devido a isso,
foi analisado a capacidade das bactérias em inibir o crescimento de um fungo fitopatogénico

de elevada importancia par a agricultura, o Colletotrichum falcatum.

6.3 Interacao antagonica

O meio s6lido € preferido as culturas liquidas para estudos de ensaio antagdnico, pois
o meio solido imita melhor as condi¢gdes naturais de crescimento dos fungos filamentosos em
ambientes aerdbios, além de permitir um melhor desenvolvimento dos microrganismos por se
tratar de um suporte so6lido para crescimento dos microrganismos. E de uma perspectiva
pratica, meios de cultura sélidos permitem a visualizagdo do desenvolvimento de colOnias de
fungos ao longo do tempo experimental (BERTRAND et al., 2013).

No ensaio antagonico realizado utilizando as 64 bactérias isoladas da propolis verde
e sua resina de origem com duas bactérias por placa e o fungo fitopatogénico, 28 bactérias
apresentaram potencial em inibir o crescimento micelial do C. falcatum. Dessa maneira, cada
bactéria com potencial de inibir o C. falcatum foi testada em quadruplicata. Apo6s anélise de
variancia, foi observado um efeito significativo (p <0,05) dos diferentes isolados em relacao

ao fungo fitopatogénico, confirmado pelo teste de média Scott-Knott (Tabela 7).
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Tabela 7. Percentual de inibi¢ao do fungo Colletotrichum falcatum em teste antagdnico com microrganismos

isolados da propolis verde e da resina de B. dracunculifolia.

Microrganismo Identificagao % inibicao
AN P GRN 1 Klebsiella oxytoca 21d
AN P GRN 2 Enterobacter sp. 24d
AN P GRN 4 Klebsiella oxytoca 26d
AN P GRN 5 Enterobacter asburiae 64 a
AN P GRN 6 Kosakonia cowanii 29d
AN P GRN 8 Enterobacter cloacae 24d
AN P GRN 9 Enterobacter hormaechei 35¢
AN P GRN 10 Kosakonia cowanii 30d
AN P GRN 11 Kosakonia cowanii 36¢
AN P GRN 12 Pantoea agglomerans 10e
AN P GRN 13 Atlantibacter hermannii 21d
AN R GRN 2 Klebsiella oxytoca 24d
AN R GRN 3 Atlantibacter hermannii 22d

CCAPGRN1 Enterobacter sp. 47Db

CCAPGRN3 Enterobacter cloacae 25d

R GRN 1 Enterobacter cloacae 10e
R GRN 2 Enterobacter cloacae 12e

TGE P GRN 2 Enterobacter cloacae 54b
TGE P GRN 3 Kasokania sp. 50b

TGE R GRN 2 Klebsiella oxytoca 42b

TGE R GRN 4 Enterobacter ludwigii 12e
TSA P GRN 2 Klebsiella oxytoca 49b
TSAP GRN 6 Enterobacter cloacae 40b

TSA R GRN 1 Kosakonia cowanii l4e

TSA R GRN 2 Klebsiella oxytoca 22d

TSARGRNS Enterobacter cloacae 17d

TSA R GRN 6 Acinetobacter radioresistens 07 e

TSA R GRN 7 Enterococcus casseliflavus 12e

Controle - 0

Ensaio realizado em quadruplicada e médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Legenda: AN: Agar nutriente; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2: International Streptomyces Project 2; LNMS: Agar, sais
minerais com baixo teor de nutrientes; TGE: Agar Extrato glicose Triptona; TSA: Agar Triptona de soja; P: Propolis; R: Resina; GRN:
Guaranésia.
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Foi observado que o potencial antifungico dos microrganismos isolados da propolis
verde e de sua resina origem ¢ variavel, onde 23 bactérias apresentaram percentual de inibi¢ao
menor ou igual a 50 % (Figura 12). Foi observado duas bactérias com percentual de inibi¢do
superior a 50 %, a cepa AN P GRN 5 com 64 % de inibi¢do, apresentando resultado
estatisticamente superior as demais cepas, como também sendo a tUnica cepa identificada
como Enterobacter asburiae na propolis verde (as outras bactérias identificadas do género
Enterobacter pertencem a outro epiteto especifico ou foram identificadas apenas a nivel de
género) e a cepa Enterobacter cloacae (TGE P GRN 2) também inibiu o crescimento de C.
falcatum acima de 50 % com uma inibicdo de 54 %, onde seguindo a classificacdo de
Bertrand et al. (2013) essas duas linhagens apresentaram inibi¢do a distancia. Esse mesmo
tipo de interagdo foi observado para os isolados Enterobacter sp. (CCA P GRN 1), E. cloacae
(TGE P GRN 2), E. cloacae (TSA P GRN 6), Kasokania sp. (TGE P GRN 3) e K. oxytoca
(TGE R GRN 2) com % de inibi¢ao 47, 40, 54, 50 e 42 % respectivamente.

Por outro lado, a linhagem Acinetobacter radioresistens (TSA R GRN 6) foi o que
menos inibiu o crescimento do fungo com 7% de inibigdo seguido dos isolados Pantoea
agglomerans (AN P GRN 12) e Enterobacter cloacae (R GRN 1, R GRN 2) com 10 % de
inibi¢do cada, Enterobacter ludwigii (TGE R GRN 4), Enterococcus casseliflavus (TSA R
GRN 7) com 12 % de inibi¢ao cada e a cepa Kosakonia cowanii (TSA R GRN 1) com 14 %

de inibig¢do. Essas cepas foram estatisticamente iguais.
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AN P GRN 1 AN P GRN 1' AN P GRN 2 AN P GRN 2' AN P GRN 4 AN P GRN 4'

AN P GRN 5 AN P GRN &' AN P GRN 6 AN P GRN 6' AN P GRN 8 AN P GRN 8'

AN P GRN 9 AN P GRN ' AN P GRN 10' AN P GRN 10' AN P GRN 11 AN P GRN 11'

AN P GRN 12 AN P GRN 12' AN P GRN 13' AN P GRN 13' AN R GRN 2 AN R GRN 2'

R GRN 1 R GRN 1* TGE P GRN 2 TGE P GRN 2'

TGE P GRN 3 TGE P GRN 3' TGE RGRN 2 TGE R GRN 2' TGE R GRN 4 TGE R GRN 4'
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TSAP GRN 2' TSAP GRN 6 TSAP GRN 6' TSAR GRN 1 TSAR GRN 1'

TSAR GRN 2'

TSAR GRN 5' TSAR GRN 6 TSAR GRN 6'

TSARGRN 7 TSARGRN 7' CONTROLE CONTROLE’

Figura 12. Inibi¢ao do crescimento micelial de C. falcatum frente a microrganismos isolados da propolis verde e
resina de B. dracunculifolia. Codigos seguidos de (*) representam o verso da placa.

As cepas AN P GRN 1 ¢ AN R GRN 2, ambas identificadas como Klebsiella
oxytoca, apresentaram um pigmento solivel no meio, mas foi observado que os micélios do
C. falcatum cresciam sobre esse pigmento, sugerindo que esse pigmento ndo apresenta
atividade antifingica. As outras cepas identificadas como K. oxytoca foram AN P GRN 1, AN
P GRN 4, TGE R GRN 2 ¢ TSA R GRN 2 ¢ ndo apresentaram o pigmento soluvel, mas
apresentaram percentual de inibi¢ao de 21, 26, 42 e 22 % respectivamente, onde a linhagem
TGE R GRN 2 foi significativamente superior aos demais.

Al-Rubaye; Kadhim; Hameed (2017) identificaram em seu trabalho o composto 4-
Dehydroxy-N-(4,5-methylenedioxy-2-nitrobenzylidene) tyram produzido pela bactéria
Klebsiella pneumoniae ¢ este composto é conhecido por sua atividade antifiingica, onde ja
demonstrou resultado em suprimir o crescimento de Aspergillus fumigatus. Assim, faz-se
notdrio que a bactéria Klebsiella pneumoniae produz importantes metabolitos secundarios

com atividades biologicas (AL-RUBAYE; KADHIM; HAMEED, 2017).
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Os demais isolados ndo apresentaram nenhuma caracteristica que chamasse a

atengdo, inibindo o crescimento fingico somente quando este se aproxima das células

bacterianas, havendo inibi¢ao de crescimento somente sobre elas.

Das 47 bactérias isoladas da propolis vermelha e testadas contra o fungo C. falcatum

utilizando duas bactérias por placa, 18 apresentaram potencial em inibir o crescimento do

fungo em estudo, e entdo foram testadas individualmente em quadruplicata. Ao final do

ensaio foi realizada a analise de varidancia e o teste de média Scott-Knott a 5% de

probabilidade (Tabela 8).

Tabela 8. Percentual de inibi¢ao do fungo Colletotrichum falcatum em teste antagdnico com microrganismos
isolados da propolis vermelha e da resina de D. ecastophyllum.

Microrganismo Identificacdo % de inibi¢ao
AN P MAC 4 Pantoea cypripedii 11d
AN PMAC7 Enterobacter sp. 15d
AN R MAC2 Enterobacter sp. 16d
AN R MAC 4 Enterobacter bugandensis 66 a
ISP2 P MAC 3 Pluralibacter gergoviae 38b
ISP2 P MAC 4 Brucella intermedia 10d

LNMS P MAC 1 Enterobacter sp. 15d
LNMS P MAC 4 Pantoea agglomerans 09d
LNMS P MAC 5 Pantoea dispersa 07d

TGE P MAC 2 Enterobacter asburiae 15d
TGE P MAC 6 Pantoea agglomerans 12d
TGE R MAC 3 Enterobacter sp. 22 ¢
TGE R MAC 4 Citrobacter braakii 49b
TGE R MAC 5 Enterobacter cloacae 25¢
TGE R MAC 6 Enterobacter sp. 12d
TSA P MAC 2 Enterobacter sp. 13d
TSA P MAC4 Nao identificado 6l a
TSA R MAC 3 Enterobacter sp. 22 ¢

Controle - 0

Ensaio realizado em quadruplicada e médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Legenda: AN: Agar nutriente; CCA: Glicerol, Peptona e sais; ISP2:
International Streptomyces Project 2; LNMS: Agar , sais minerais com baixo teor de nutrientes; TGE: Agar
Extrato glicose Triptona; TSA: Agar Triptona de soja; P: Prépolis; R: Resina; MAC: Marechal Deodoro.
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Semelhantemente aos microrganismos isolados da propolis verde, os microrganismos
isolados da propolis vermelha e da sua respectiva resina de origem, apresentaram percentual
de inibicdo variando entre 7 € 66 %, onde 16 bactérias apresentaram percentual de inibi¢do
menor que 50% (figura 13). As cepas Enterobacter bugandensis (AN R MAC 4) e TSA P
MAC 4 (n2o foi possivel identificar este isolado) foram os que apresentaram maior percentual
de inibicdo, sendo estatisticamente superior as demais cepas, com 66 e 61 % respectivamente.
As cepas Pantoea cypripedii (AN P MAC 4), Enterobacter sp. (AN P MAC 7, AN R MAC 2,
LNMS P MAC 1, TGE R MAC 6 e TSA P MAC 2), Enterobacter asburiae (TGE P MAC 2),
Pantoea dispersa (LNMS P MAC 5), Pantoea agglomerans (LNMS P MAC 4 e TGE P MAC
6), Brucella intermedia (ISP2 P MAC 4) foram estatisticamente inferiores aos demais
isolados, com percentual de inibi¢do variando entre com 07 e 15 %.

A cepa AN R MAC 4, identificada como Enterobacter bugandensis, inibiu em 66 %
o crescimento do C. falcatum. O outro isolado que com essa mesma identificagdo (AN P
MAC 3) ndo apresentou inibi¢do do crescimento dos micélios do fungo em estudo, dessa
maneira, sugere que ha diferengcas no metabolismo de bactérias mesmo sendo da mesma
espécie.

As cepas Citrobacter braakii (TGE R MAC 4) e E. cloacae (TGE R MAC 5), foram
estatisticamente diferentes em inibir o crescimento do fungo, mas ambos os isolados
apresentam uma area que delimita bem a zona em que o fungo cresce e depois ndo cresce
mais. Os demais isolados s6 inibiram o crescimento fingico, quando os micélios se

aproximaram das células bacterianas.
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AN P MAC 4 AN P MAC 4' AN P MAC 7 AN P MAC 7' AN R MAC 2 AN R MAC 2'

AN R MAC 4 AN R MAC 4' ISP2 P MAC 3 ISP2 P MAC 3' ISP2 P MAC 4 ISP2 P MAC 4'
LNMS P MAC 1 LNMS P MAC 1' LNMS P MAC 4 LNMS P MAC 4' LNMS P MAC 5 LNMSP MAC 5'

TGE P MAC 2 TGE P MAC 2' TGE P MAC 6 TGE P MAC 6' TGE R MAC 3 TGE R MAC 3'

TGERMAC &' TGERMAC 6 TGE R MAC 6'

TGERMAC 4 TGE R MAC 4'

TSAPMAC2 TSAP MAC 2

TSAP MAC 4 TSAR MAC 3 TSAR MAC 3'

CONTROLE CONTROLE'

Figura 13. Inibicdo do crescimento micelial de C. falcatum frente a microrganismos isolados da propolis
vermelha e resina de D. ecastophyllum. Codigos seguidos de () representam o verso da placa.



75

Ao analisar o ensaio antagénico das 39 bactérias isolados da prépolis verde da
Caatinga e da resina de M. tenuiflora utilizando duas bactérias por placa, foi observado que 10
bactérias inibiram o crescimento do fungo e entdo foram testadas individualmente frente ao
fungo C. falcatum também em quadruplicata e ao final do ensaio também realizada a analise

de variancia e o teste de média Scott-Knott a 5% de probabilidade (Tabela 9).

Tabela 9. Percentual de inibi¢ao do fungo Colletotrichum falcatum em teste antagdnico com microrganismos
isolados da propolis verde da Caatinga e da resina de M. tenuiflora.

Microrganismo Identificacao % de inibi¢ao
AN P REM 3 Enterobacter morii 39b
ISP2 R REM 2 Pseudomonas aeruginosa 6l a
ISP2 R REM 4 Pseudomonas aeruginosa 53b
ISP2 R REM 6 Pseudomonas aeruginosa 79 a
ISP2 R REM 7 Pseudomonas aeruginosa 72 a

LNMS P REM 2 Pseudomonas aeruginosa 75a
TSAPREM 1 Klebsiella pneumoniae 53b
TSA P REM 3 Klebsiella pneumoniae 40b
TSA P REM 4 Klebsiela aerogenes 69 a
TSA RREM 4 Enterobacter sp. 25¢

Controle - 0

Ensaio realizado em quadruplicada e médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Legenda: AN: Agar nutriente; ISP2: International Streptomyces Project
2; LNMS: Agar, sais minerais com baixo teor de nutrientes; TSA: Agar Triptona de soja; P: Propolis; R: Resina;
REM: Remanso.

O percentual de inibigdo dos microrganismos da préopolis verde da Caatinga e a
resina de Mimosa tenuiflora variou entre 25 e 79 % (figura 14). A cepa Klebsiella aerogenes
(TSA P REM 4), juntamente com as cepas identificadas como Pseudomonas aeruginosa
(ISP2 R REM 2, ISP2 R REM 6, ISP2 R REM 7 E LNMS P REM 2) foram estatisticamente
superiores as demais cepas, enquanto que a cepa Enterobacter sp. (TSA R REM 4) apresentou
o menor percentual de inibi¢do, sendo estatisticamente inferior as demais. Entretanto, cabe

lembrar que este ensaio ¢ considerado qualitativo.
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AN P REM 3 AN P REM 3' ISP2 R REM 2 ISP2 R REM 2' ISP2 R REM 4 ISP2 R REM 4

\ .

ISP2 R REM 6 ISP2 R REM 6' ISP2 RREM 7 ISP2 R REM 7' LNMS P REM 2 LNMS P REM 2'
TSAP REM 1 TSAP REM 1' TSAP REM 3 TSAP REM 3' TSAP REM 4 TSAP REM 4'
é |
TSAR REM 4' CONTROLE CONTROLE’

Figura 14. Inibi¢ao do crescimento micelial de C. falcatum frente a microrganismos isolados da propolis verde
da Caatinga e resina de M. fenuiflora. Codigos seguidos de (”) representam o verso da placa.

A cepa TSA P REM 4 identificado como Klebsiella aerogenes inibiu em 69 % o
crescimento micelial do fungo, e entre os microrganismos identificados como K. aerogenes,
foi o Ginico que inibiu o crescimento flingico. Entre os microrganismos identificados como
Klebsiella pneumoniae, apenas os isolados TSA P REM 1 e TSA P REM 3 inibiram em 53 e
49 %, respectivamente, o fungo C. falcatum. Ja em relagdo ao género Enterobacter, o isolado
TSA R REM 4 identificado ao nivel de género inibiu em 25 % o crescimento do fungo,
enquanto o isolado AN P REM 3 identificado como Enterobacter mori inibiu em 39 %.
Assim, nota-se que cepas identificadas com o mesmo género, ou até mesmo a mesma espécie
apresentaram diferente aptiddao para inibicao do fungo C. falcatum. Esse resultado pode ser
explicado devido a potenciais variagdes na informacao genética das espécies bacterianas,
conferindo diferencas metabolicas significativas aos isolados da mesma espécie

(FANTROUSSI; AGATHOS, 2005). Técnicas de genética molecular podem ser tteis na
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determinagdo dos graus de variagdo genética intraespecifica e estudos de polimorfismo tém
contribuido para a compreensdao da diversidade genética e das estruturas populacionais de
microrganismos ¢ t€ém fornecido informacgdes para programas de controle biologico (TIAGO;
OLIVEIRA; LIMA, 2014).

O isolado Klebsiela pneumoniae (TSA P REM 3) apresentou alteracio no
crescimento do fungo, reduzindo o aspecto cotonoso do fungo quando comparado ao
tratamento controle. Os isolados ISP2 R REM 2, LNMS P REM 2 e ISP2 R REM 7, todos
identificados como Pseudomonas aeruginosa, também alteraram o crescimento do fungo
quando comparado ao controle. E ainda, com o isolado ISP2 R REM 7 o fungo apresentou um
pigmento vermelho, deixando a interagdo entre fungo e bactéria quimicamente ainda mais
complexa. Interagcdes entre microrganismos levam a ativacdo de mecanismos complexos de
regulacdo, o que resulta na biossintese de produtos naturais altamente diversos, como
moléculas de defesa e metabdlitos com agdo antibiotica, alterando o crescimento e morfologia
do microrganismo antagonico (SCHERLACH; HERTWECK 2009; ESTRADA et al., 2011).

A bactéria Pseudomonas aeruginosa, presente na propolis verde da Caatinga e na
resina de origem, apresentou maior percentual de inibi¢do frente ao fungo C. falcatum, com
percentual variando entre 53 e 79 %, onde o isolado ISP2 R REM 4 foi estatisticamente
inferior aos demais. Em trabalhos anteriores, a bactéria Pseudomonas aeruginosa, isolada de
outras fontes apresentou compostos bioativos contra Fusarium oxysporum, Alternaria
alternata, Aspergilus flavus, Rizoctonia solani e Colletotrichum gloesporioides e contra
Colletotrichum falcatum (GOSWAMI et al, 2014; SASIREKHA; SRIVIDYA 2016;
YASMIN; FAUZIA; RASUL, 2016; CHANDRA et al., 2020), assim a P. aeruginosa pode
oferecer a possibilidade da utilizagdao de seus metabolitos bioativos como alternativa fungicida
para controle da podriddo vermelha da cana-de-agicar (GOSWAMI et al., 2015), e por esse
motivo, uma cepa identificada como P. aeruginosa (ISP2 R REM 7) foi selecionada para as

proximas etapas deste trabalho.

6.4 Avaliacio da inibicdo do crescimento micelial do fungo C. falcatum por

metabolitos produzidos por Pseudomonas aeruginosa (ISP2 R REM 7)

A técnica de incorporacdo de substancias ativas contra fungos requer uma dispersao
homogénea da amostra no meio, e pode ser utilizada para identificar compostos que sao ativos

para determinado grupo de patdgenos de interesse. As vantagens desse método sdo a sua
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simplicidade, rapidez e facil identificagdo do que foi ativo ou ndo (RIOS; RECIO; VILLAR,
1988).

A espécie Pseudomonas aeruginosa ja apresenta diversos relatos na literatura com
atividade antifingica (como citado no topico anterior), € esse foi um dos motivos para a
selecionarmos para o estudo da producdo de metabdlitos secundérios. Entre as bactérias
identificadas como P. aeruginosa, foi selecionada a cepa ISP2 R REM 7 para estudo do perfil
quimico, pois além de ter demonstrado potencial na inibi¢ao do fungo, foi a unica cepa que
produziu um pigmento vermelho (figura 14) na presenca do fitopatégeno, podendo ser um
indicativo de produ¢do de compostos especificos antifungicos.

Ap6s o cultivo da bactéria Pseudomonas aeruginosa (ISP2 R REM 7) em meio TSB,
particdo liquido-liquido, fracionamento clean up e fracionamento em coluna sep-Pak C;g foi
realizado o ensaio de incorporagao no meio de cultura e os resultados podem ser observados

na figura 15.
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Fracéo metandlica Controle meio + Controle somente
Clean up DSMO o fungo

100 % H,O 75 % H,0: 25 % 50 % H,0: 50 % 25 % H,0: 75 % 100 % MeOH
MeOH MeOH MeOH

PRIORI FOX

Figura 15. Ensaio de incorporagdo em meio de cultura BDA com a fragdo metanolica apds o clean up: fragdes
geradas a partir da coluna sep-Pak Cis e fungicidas Priori € Fox na concentragdo de 250 pg ml! contra o fungo
Colletotrichum falcatum.

Ao realizar a analise de variancia, os resultados obtidos com esse ensaio ndo
passaram no teste de normalidade, por isso ndo fizemos o teste de média Skott-Knott. Com
base nos resultados apresentados, foi verificado que a fragdo metandlica apés o clean up
inibiu em 86 % o crescimento do fungo, enquanto que as fracdes obtidas apds o
fracionamento com a coluna Sep-Pak: 100 % agua, d4gua:metanol (75:25) e 100% metanol nao
inibiram o crescimento do fungo, apresentando crescimento igual ao tratamento controle. Ja
as fracdes dgua:metanol (50:50) e 4gua:metanol (25:75) inibiram o crescimento do fungo em
100 %, o mesmo resultado apresentado pelos fungicidas. Foi comprovado também que
utilizando fragdes mais puras, houve um aumento da atividade antifingica, visto que ao
comparar a fragdo apos o clean up ¢ as fragdes geradas a partir da cromatografia sepak Cis,

essas ultimas fragdes inibiram completamente o crescimento micelial do fungo.



80

A producdo de antibidticos se dd através do metabolismo secundario de seus
produtores, e sdo ferramentas importantes para reproducdo dos microrganismos quando
avaliando em ambiente competitivo, inclusive podem ser mais importantes do que a
competi¢do por nutrientes. A ag¢do dos antibidticos pode ser observada na redugdo ou
paralisacdo do crescimento e esporulagdo do microrganismo antagonico, redugdo na
germinacgdo de esporos, além de distor¢des na hifa e enddlise (BOMFIM et al., 2010).

Foi relatado na literatura que Pseudomonas sp. produzem muitos compostos
aromaticos heterociclicos como a quinolina e metabodlitos secundarios, por exemplo,
antibioticos, sider6foros quelantes de ferro e cianeto, que sdo em sua maioria responsavel pela
supressao de fungos (NARAYANASAMY; NARAYANASAMY, 2013).

Assim, como etapa seguinte deste trabalho foi avaliar o perfil quimico dessas
fracoes em UPLC — MS/MS e identificar quais os possiveis compostos bioativos produzidos

por esta bactéria responsaveis pela atividade antifingica.

6.5 Estudo quimico dos metabdlitos secundarios produzidos por

Pseudomonas aeruginosa (ISP2 R REM 7)

Apos obtencdo do meio metabdlito, e algumas etapas de limpeza e separacdes, as
fragoes ativas obtidas foram analisadas por UPLC-MS/MS.

As fragdes que continham metabolitos ativos foram: a fracdo metandlica (apos o
clean up), e as fragdes: agua metanol (50:50) e a 4gua metanol (25:75), apos a cromatografia
em coluna aberta Sep-pak Cis. Os graficos (Figura 16) a seguir estdo representados pelas
seguintes cores: fragdo metanodlica (apds o clean up) na cor vermelha, fracio agua:metanol
(50:50) na cor azul, 4gua:metanol (25:75) cor verde e as fracdes que ndo deram atividade
(d4gua:metanol (75:25) e metanol 100% - a fragdo 100 4gua foi descartada por ser considerada
apenas com residuos de meio de cultivo) estdo em cinza. Os nodos foram coloridos desta
forma para facilitar a localizagdo e visualizacdo das features que estdo presentes na fracao

metanodlica apos o clean up e nas fragdes que deram atividade antifingica.
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Figura 16. Analise das redes moleculares classicas para a fragdo metandlica (apds o clean up) e as fragdes
geradas em cromatografia em coluna Cis (Agua:metanol (75:25), agua:metanol (50:50), agua:metanol (25:75) e
metanol 100% metanol). Features que apresentam a cor vermelha representa compostos encontrados na fragao
apos o clean up; a cor verde representa a features presentes na fracdo ativa agua:metanol (50:50); a cor azul
representa features na fracao ativa dgua:metanol (27:75). Features em cinza representam as fragcdes ndo ativas
agua:metanol (27:75) e metanol 100 %.

Com essa andlise, foram obtidos sete hits (anotacdes) segundo as bibliotecas do
GNPS com relatos na literatura de serem produzidos por bactérias da espécie Pseudomonas
aeruginosa, os quais estdo indicados na seguinte tabela (Tabela 10) e estrutura quimica na
figura 17. A partir dessas anotagdes, foi elaborado um mirror match (ANEXO E) dos
compostos anotados segundo as bibliotecas do GNPS. O mirror match é uma representagao
que indica o nivel de similaridade ou de coincidéncia, dos espectros experimentais (espectro
de massas acima na cor preta — anotados neste trabalho) com respeito ao espectro de
referéncia da base de dados (espectro de massas de baixo na cor verde) o qual vem

acompanhado de um score que indica esse nivel de similaridade, o qual, quanto mais perto de
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1 maior a semelhancga entre os dois, sendo um valor minimo considerado com bom, um valor

de 0,7.

Tabela 10. Anotagdes das amostras com as livrarias do GNPS

Cluster Aduto pr'e\gﬁi:ra Nome do composto nﬁglrer::]ljjlgr Sigg;ggc?)de
6868 M+H 222.022 Acido aerugindico C10H7NO3sS 0.85
6654 M+H 197.072 1-Hidroxifenanzina C12HsN20 0.79
6882  M+H 225.072 Acido fenazina-1-carboxilico C13HsN20: 0.88
8592 M+H 260.165  Sinal de quinolona de Pseudomonas  CisH21NO> 0.89
8589 M+H 260.169  Sinal de quinolona de Pseudomonas  CisH21NO> 0.93
11944  M+H 325.074 Pioquelina C14H16N203S; 0.86
16588 M+H 651.397  Rhamnolipideo (Rha-Rha-C10-C10) C17H1805 0.87
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(1 9)’ rhamnolipideo (Rha-Rha-C10-C10)

Figura 17. Estrutura quimica dos compostos quimicos anotados na analise de molecular network que

apresentam atividade antifungica relatada.
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Bactérias do género Pseudomonas empregam diversas estratégias para sequestrar
ferro vital para sua sobrevivéncia, a espécie Pseudomonas aeruginosa, por exemplo ¢ capaz
de produzir de pioquelina, um sider6foros para captar ferro do ambiente (KAPLAN;
MUSAEV; WUEST, 2021). A pioquelina ¢ um acido monocarboxilico € um membro das
tiazolidinas produzidas pela condensacdo do acido salicilico com duas moléculas de cisteina
(TAKASE et al., 2000). Foi indicado que a pioquelina ¢ produzida por P. aeruginosa, mas
somente quando a concentragdo de ferro se torna extremamente baixa ¢ que esta bactéria
comega a produzir esse composto (DUMAS; ROSS-GILLESPIE; KUMMERLI, 2013). A
producdo de pioquelina pode ter um papel na continua resposta inflamatoria que causa danos
aos tecidos em infecgdes cronicas, como em infecgdes cisticas pulmdes com fibrose
(LYCZAK; CANNON; PIER, 2002).

O Sinal de quinolona de Pseudomonas (PQS) ¢ uma das trés moléculas de quorum
sensing (QS) produzidas por bactérias da espécie P. aeruginosa. O QS ¢ um fendmeno natural
realizado por alguns microrganismos que acontece através da liberacdo de pequenas
moléculas de sinalizagdo que podem se difundir livremente entre as células bacterianas e
podem ser detectadas por proteinas receptoras especificas, localizadas no citoplasma celular
ou na membrana celular (JIMENEZ et al., 2012; LEE; ZHANG 2015; HODGKINSON et al.,
2016). A rede de sinalizagdo de P. aeruginosa € talvez um dos sistemas mais complexos
conhecidos e, até o momento, € o mais bem estudado entre todos os sistemas de
microrganismos. Consiste em multiplas camadas de sinalizag¢do interligadas que regulam
coordenadamente a viruléncia e a persisténcia, impulsionando o surgimento de P. aeruginosa
do enorme numero de espécies que compdem o dominio bacteriano da 