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INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil ¢ um dos maiores produtores agricolas do mundo, com destaque para os cultivos de soja, milho, cana-de-
acucar e algodao. Em 2022, um dos grandes desafios do produtor agricola foi manter a rentabilidade do negdcio, que traz
divisas e gera muitos empregos para o pais. Visando diminuir danos causados por diversos tipos de pragas e doencas, 0
agronegacio investe em insumos como fertilizantes, agrotoxicos, pesticidas e outros.

Para cumprir com um dos objetivos de desenvolvimento sustentavel da ONU da agenda 2030, pesquisadores tém
buscado o desenvolvimento de métodos menos agressivos a natureza, fazendo uso de insumos bioldgicos como biofertilizantes,
bioestimulantes e biocontroladores de pragas. Nesse processo, a aplicacdo de fungos filamentosos para o controle de
entomoparasitas e fitopatdgenos constitui uma alternativa extremamente interessante, viavel e ambientalmente desejada.

Nesse cenario, 0 presente trabalho se propds a selecionar cepas fungicas de géneros reconhecidamente
entomopatogénicos, como Metarhizium, Beauveria e Isaria, além de espécies de Trichoderma, também relatados no meio
cientifico pela capacidade de produzir quitinases. Para verificar se essas cepas seriam boas candidatas para utilizagdo contra
insetos-praga na agricultura, foram realizadas avaliagdes da producdo de quitinases, por meio da incubagdo das cepas em meio
de cultura contendo quitina como fonte de carbono e posterior medicdo do halo de degradacdo para quantificagdo da
produtividade. Para agregar valor a bioprospecg¢do de cepas para este fim, foi também realizada a curadoria desses isolados por
identificacdo morfolGgica e molecular, com posterior preservacdo pelos métodos de Castellani (manutencdo em &gua) e
ultracongelamento -80°C.

OBJETIVO GERAL
Avaliar o potencial de isolados fungicos para controle de insetos-praga e como antagonistas ao agente da antracnose, buscando
estruturar uma colecéo de culturas microbianas de interesse para o0 agronegdcio.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar a viabilidade e pureza de isolados dos géneros Beauveria, Isaria, Metarhizium e Trichoderma.
2. Avaliar qualitativamente a producdo de quitinase de isolados dos géneros Beauveria, lIsaria, Metarhizium e
Trichoderma;
3. ldentificar os isolados promissores por caracterizacdo morfol6gica e molecular.
4. Depositar os isolados promissores e agregar as informaces obtidas sobre as atividades investigadas, junto a Colecéo
Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Industria, CBMAI/ Unicamp.

MATERIAIS E METODOS
1. Checagem da viabilidade e da pureza
2. Preservacdo dos isolados
3. Avaliacdo Qualitativa da Producéo de Quitinases
4. Caracterizagdo molecular
a. Extracdo de DNA;

XXXI Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2023 1



b. PCR e Purificacéo;
c. Reacdo de Sequenciamento;
d. Anélise Filogenética.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolados fangicos

Os isolados utilizados para verificacdo da otimizacdo do meio de cultura foram recebidos em placas de Petri em
triplicata da empresa B Plant e previamente identificados a nivel de espécie pela empresa. Séo eles: CCT 8044: B. bassiana ;
CCT 8127: I. javanica ; CCT 8048: M. anisopliae ; CCT 8052: T. harzianum.

Checagem da Viabilidade e da Pureza

Os isolados foram repicados a partir de culturas pré-existentes em meio MA 2%, e incubados a 28°C por 7 dias. A
macroscopia dos fungos foi observada em estereoscopio para confirmacéo da morfologia e pode ser observada nas imagens a
sequir:

Figura 1: Cepa CCT 8044 Figura 2: Cepa CCT 8048 Figura 3: Cepa CCT 8052
Foi também realizado um microcultivo para cada fungo, permitindo a observagdo em lamina de suas caracteristicas.

Preservacédo dos isolados

A preservagao dos isolados foi feita por dois métodos. O primeiro foi 0 método de Castellani (CAPRILES, MATA,
MIDDELEN, 1989), que constitui o acervo de trabalho. Depois, foi feito o congelamento a -80°C, em que, a partir da cultura
saudavel, foi feita uma suspenséo celular em solucéo de glicerol 20% esterilizado, com auxilio de uma alga de inoculagéo, que
¢ entdo homogeneizada e distribuida em aliquotas de 1mL, em tubos criogénicos, deixados a -20°C por 20 min, e entdo
transferidos para caixas armazenadoras, a -80°C.

Avaliacéo qualitativa da produgéo de quitinases

O primeiro ensaio de avaliacdo da producdo de quitinases foi feito utilizando o protocolo de preparagédo da quitina
coloidal segundo Joe e Sarojini, 2017. O meio de cultivo utilizado foi Quitina Agar, contendo: 15 g agar, 3 gL quitina coloidal,
2 gLt (NH4)2 S04, 1,1 gL NazHPOy4, 0,7 gLt KH2PO4, MgS04.7H20, 1 mg L FeSOq4, 1 mg Lt MnSQ,, 1L agua destilada,
pH 5.8 (Baldoni, 2016). Entdo, um bloco contendo a colénia flngica, retirado da placa de Petri com auxilio de um canudo
autoclavado com 5 mm de diametro, foi inoculado no meio de cultura de quitina, para entdo ser incubado a 28°C por 15 dias,
quando a producdo de quitinase foi medida pela formagdo de um halo de degradacéo, causado pela hidrélise da quitina coloidal,
que foi preparada segundo Joe e Sarojini, 2017.

Apos 15 dias de incubacéo, foi observado o crescimento de todas as cepas. As imagens abaixo mostram uma das
réplicas de cada cepa incubada no meio com quitina. O contraste, a saturacdo e a definicdo das imagens foram alterados para
facilitar a visualizacdo dos halos de degradacéo.
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Como pode-se observar nas imagens acima, todas as cepas testadas apresentaram screening positivo para a atividade
de quitinase. As cepas CCT 8044, CCT 8048 e CCT 8127 formaram halos de degradacéo de fato, enquanto a cepa CCT 8052,
T. harzianum, formou um fino micélio que ocupou toda a placa e esporulou nas margens da placa, onde havia mais ar disponivel.
De toda forma, os 4 fungos definitivamente apresentam producdo de quitinase elevada para conseguir crescer em um meio em
que a Unica fonte de carbono disponivel era a quitina. Entretanto, devido a ndo utilizacdo de um corante, ndo foi possivel
observar claramente os limites tanto do halo de degradagio quanto da colénia, impossibilitando o calculo do indice Enzimatico:
IE = média do diametro dos halos (¢h) dividido pela média do diametro das colonias (®h) (Bezerra, 2017).

Dessa forma, foram planejados dois outros ensaios de avaliagdo da producdo de quitinases utilizando dois novos
protocolos. O segundo ensaio de avaliagdo da produgdo de quitinases esta sendo feito segundo Vasquez et al., 2021, tanto para
a producdo de quitina coloidal quanto para o preparo do meio de cultivo. O terceiro ensaio esta utilizando o mesmo protocolo
de producdo de quitina coloidal de Vasquez et al., 2021, mas, para 0 meio de cultivo, esta sendo utilizado o meio de cultivo
descrito em Tolosa et al., 2022. Os resultados desses ensaios serdo apresentados no congresso, junto com o resto do projeto.

Caracterizacdo molecular
Extracdo do DNA

O DNA dos 4 fungos foi extraido por método de extracdo do DNA gendmico com fenol. O produto obtido foi corrido
em eletroforese em gel de agarose para avaliagdo do sucesso do procedimento. As bandas de DNA estavam boas, mas havia
bastante resquicio de RNA, o que exigiu uma digestdo com RNAse. Feito isso, foi realizada uma nova corrida em gel de agarose,
gue mostrou que a digestao foi bem-sucedida.

PCR e Purificagéo

Foi realizada a reacdo de PCR das amostras de DNA extraido, utilizando os primers ITS 1 e ITS 4. Ap6s a PCR, foi
realizada uma nova corrida em gel de agarose para verificar o sucesso da reagdo. A imagem produzida foi a seguinte:

ol i i &, St
Figura 9: Eletroforese em gel Figura 10: Eletroforese em gel de agarose dos
de agarose dos produtos da PCR. produtos da purificacéo das PCRs.

Como visto na imagem 9, a PCR foi bem-sucedida para 3 amostras. A amostra que faltava foi amplificada em uma
segunda PCR com sucesso. Todas as 4 amostras foram entdo purificadas com o kit de purificacdo de produtos de PCR Illustra
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit. Os produtos da purificagdo foram corridos em eletroforese para verificagdo do
sucesso do procedimento.

A eletroforese foi realizada pela aluna juntamente com outras amostras de outros pesquisadores do laboratério. As
bandas referentes as amostras da aluna sdo as 4 primeiras da imagem 10, que estdo bem marcadas e indicam uma purificacéo
bem-sucedida. Assim sendo, foi realizada a reacdo de sequenciamento, com os primers ITS 1 e ITS 4, sequida da precipitacdo
da reacdo de sequenciamento. Depois, a placa de 96 pocos contendo as amostras foi colocada no sequenciador ABI 3500XL
(Applied Biosystems).

Reacdo de Sequenciamento e Andlise Filogenética

Apos o sequenciamento, foram gerados arquivos contendo o eletroferograma obtido de cada fita do DNA de cada
amostra, que podem ser lidos no programa Bioedit. Por meio do Bioedit, foi possivel realizar o alinhamento das sequéncias
referentes ao ITS1 e ao ITS4, de modo a gerar uma fita consensus para cada amostra. Com a sequéncia obtida, foi feita uma
comparagdo com a base de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) para investigar com qual
microrganismo h& maior similaridade genética. A partir disso, foi feito um levantamento de dados na literatura para buscar uma
filogenia recente e confiavel que mostrasse a espécie encontrada no NCBI assim como as espécies mais filogeneticamente
préximas a ela. Entéo, as sequéncias da regido ITS de cada espécie escolhida foram anotadas e abertas no Bioedit, juntamente
com a sequéncia da amostra a ser investigada, e foi realizado um novo alinhamento maltiplo. Esse alinhamento foi salvo e
aberto no programa Mega X, onde foi selecionada a agao “Construct neighbor-joining tree”, contando com o método de teste
de Bootstrap de 1000 replicagfes. Assim, foi obtida a arvore filogenética final.
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O passo-a-passo da construgao das arvores para cada amostra é mostrado a seguir: 1. Obtencao da sequéncia consensus
por meio do alinhamento dos eletroferogramas das duas fitas ITS1 e ITS4 no Bioedit; 2. Pesquisa da sequéncia no NCBI para
investigacdo de qual espécie provavelmente é; 3. Levantamento de literatura para encontrar uma filogenia confiavel do género
encontrado no passo 2; 4. Escolha das espécies cuja sequéncia da regido ITS sera utilizada para construir a arvore filogenética
e 5. Construcdo da arvore filogenética no programa Mega X. Abaixo, sdo mostradas as arvores filogenéticas construidas para
cada cepa.

Arvores Filogenéticas

Beauveria amorpha™ NR 111601.1 ARSEF 2641

Metarhizium robertsii™ NR 132011.1 ARSEF 2575

Beauveria vermiconia™ NR 151832.1 ARSEF 2922

Metarhizium brunneumT NR 132023.1 ARSEF 2107
Beauveria pseudobassiana™ NR 111598.1 ARSEF 3405
Metarhizium guizhouense™ NR 163550.1 CBS 258.90

Beauveria asiatica” NR 111596.1 ARSEF 4850
Metarhizium majusT NR 152952.1 ARSEF 1914
Beauveria brongniartii” NR 111595.1 ARSEF 617

Metarhizium anisopliae™ NR 132017.1 ARSEF 7487

Beauveria australisT NR 111597.1 ARSEF 4598

Beauveria kipukae™ NR 111600.1 ARSEF 7032

Metarhizium pinghaenseT NR 077205.1 CBS 257.90

Beauveria varroae™ NR 111599.1 ARSEF 8257

CCT 8048

CCT 8044

Metarhizium lepidiotae™ NR 132018.1 ARSEF 7488

Beauveria bassianaT™ NR 1115941 ARSEF 1564

Beauveria sungii™ NR 111602 1 ARSEF 1685
7 I: Beauveria malawiensisT NR 136979.1 IMI 228343

Metarhizium acridumT NR 132019.1 ARSEF 7486

Metarhizium globosumT™ NR 132020.1 ARSEF 2596

Cordyceps javanica™ NR 111172.1 Metarhizium frigidUmT NR 132012.1 ARSEF 4124
Figura 11: Arvore filogenética da cepa CCT 8044 Figura 12: Arvore filogenética da cepa CCT 8048
construida pela aluna usando o programa Mega X construida pela aluna usando o programa Mega X

O teste de Bootstrap avalia o nivel de confianca que podemos ter em uma filogenia molecular, apresentando uma
porcentagem que mostra a confiabilidade que se pode ter em cada né na filogenia (CALDART et al, 2016). No caso da amostra
CCT 8044, o teste de bootstrap (figura 11) mostrou que, em 99% das vezes em que 0 programa construiu aquela arvore, ocorreu
0 mesmo no que agrupa a amostra com a espécie Beauveria bassiana. 1sso confere uma confianga alta de que a amostra em
questdo de fato pertence aquela espécie.

Como é possivel observar na arvore da figura 12, a cepa CCT 8048 ndo foi agrupada com nenhuma espécie considerada
na filogenia, o que significa que a regido ITS ndo é conclusiva para definir o parentesco entre essas linhagens. Por isso, tornou-
se necessario buscar outro par de primers com base na literatura mais recente que pudesse ser utilizado para o género
Metarhizium. Apo6s pesquisa, encontrou-se o par de primers FRPB2-5f e RPB2-7cR, referentes ao gene RPB2 - RNA
polimerase 1l (LOPES et al, 2018).

Trichoderma harzianum OQ120565.1 01 Cordyceps javanicaT NR 111172.1 CBS 134.22
CCT 8052 100 CcCT 8127
Trichoderma tomentosum™ NR 134357.1 DAOM 178713a
84 Isaria fumosorosea HM209050.1 ARSEF:3302
Trichoderma spirale™ NR 077177.1 DAOM 183974
7 7.
Trichoderma longipile™ NR 134354.1 DAOM 177227 54 Gordyceps bitusspora MGT46504:1 JAUCCORS2
Trichoderma crassum™ NR 134370.1 DAOM 164916 100 Cordyceps pruinosa KF359948.1 GZUCC8552
Trichoderma virensT NR 138428.1 CBS 109339 Cordyceps militaris OP437998.1
Trichoderma strictipile™ NR 134337.1 CBS 347.93
Isaria tenuipes JN942626.1 MY01724
Trichoderma polysporum™ NR 134448.1 CBS 820.68
Trichoderma stromaticum™ NR 077128 1 CBS 101875 Cordyceps scarabacicola JNOI9627:1 ARDER 9089
52 - Trichoderma fertile™ NR 134336.1 DAOM 167161 = Lecanicillium antillanumT™ NR 111097.1 CBS 350.85
Figura 13: Arvore filogenética da cepa CCT 8052 Figura 14: Arvore filogenética da cepa CCT 8127
construida pela aluna usando o programa Mega X construida pela aluna usando o programa Mega X

Na filogenia da figura 13, podemos observar que, apesar de a cepa CCT 8052 ter sido identificada como Trichoderma
harzianum, o valor do teste de bootstrap foi muito baixo (54%), o que ndo é ideal. Dessa forma, escolheu-se repetir o
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sequenciamento utilizando outro par de primers que seja mais seletivo para o complexo harzianum. Na literatura, foram
encontrados os primers EF-728M e TEF-1R referentes ao gene TEF1- fator de elongacédo 1 alfa (CHAVERRI et al, 2015).

O teste de bootstrap da figura 14 demonstrou que, em 91% das vezes que a arvore acima foi construida, a linhagem
CCT 8127 foi agrupada como Cordyceps javanica. Esse é um valor aceitavel que permite afirmar com certa confianca a espécie

da cepa em questao.

Conclusdes

As quatro cepas estudadas possuem alta producéo de quitinases, quando crescidas em um meio contendo apenas quitina
como fonte de carbono, o0 que é indicativo de que sdo boas candidatas para utilizagdo contra insetos-praga como fungos
entomopatogénicos. A partir do teste realizado, foi possivel observar que a cepa CCT 8052 é a que possui maior producéo dessa
enzima, seguida da cepa CCT 8127, depois a cepa CCT 8044 e, por tltimo, a cepa CCT 8048. Novos ensaios de avaliagdo da
producéo de quitinases tornam-se necessarios para quantificar mais precisamente o indice enzimatico de quitinase para essas

cepas.
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