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INTRODUÇÃO 

Atualmente, o Brasil é um dos maiores produtores agrícolas do mundo, com destaque para os cultivos de soja, milho, cana-de-

açúcar e algodão. Em 2022, um dos grandes desafios do produtor agrícola foi manter a rentabilidade do negócio, que traz 

divisas e gera muitos empregos para o país. Visando diminuir danos causados por diversos tipos de pragas e doenças, o 

agronegócio investe em insumos como fertilizantes, agrotóxicos, pesticidas e outros.  

Para cumprir com um dos objetivos de desenvolvimento sustentável da ONU da agenda 2030, pesquisadores têm 

buscado o desenvolvimento de métodos menos agressivos à natureza, fazendo uso de insumos biológicos como biofertilizantes, 

bioestimulantes e biocontroladores de pragas. Nesse processo, a aplicação de fungos filamentosos para o controle de 

entomoparasitas e fitopatógenos constitui uma alternativa extremamente interessante, viável e ambientalmente desejada.  

Nesse cenário, o presente trabalho se propôs a selecionar cepas fúngicas de gêneros reconhecidamente 

entomopatogênicos, como Metarhizium, Beauveria e Isaria, além de espécies de Trichoderma, também relatados no meio 

científico pela capacidade de produzir quitinases. Para verificar se essas cepas seriam boas candidatas para utilização contra 

insetos-praga na agricultura, foram realizadas avaliações da produção de quitinases, por meio da incubação das cepas em meio 

de cultura contendo quitina como fonte de carbono e posterior medição do halo de degradação para quantificação da 

produtividade. Para agregar valor à bioprospecção de cepas para este fim, foi também realizada a curadoria desses isolados por 

identificação morfológica e molecular, com posterior preservação pelos métodos de Castellani (manutenção em água) e 

ultracongelamento -80°C. 

 

OBJETIVO GERAL 

Avaliar o potencial de isolados fúngicos para controle de insetos-praga e como antagonistas ao agente da antracnose, buscando 

estruturar uma coleção de culturas microbianas de interesse para o agronegócio. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Avaliar a viabilidade e pureza de isolados dos gêneros Beauveria, Isaria, Metarhizium e Trichoderma. 

2. Avaliar qualitativamente a produção de quitinase de isolados dos gêneros Beauveria, Isaria, Metarhizium e 

Trichoderma; 

3. Identificar os isolados promissores por caracterização morfológica e molecular. 

4. Depositar os isolados promissores e agregar as informações obtidas sobre as atividades investigadas, junto à Coleção 

Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Indústria, CBMAI/ Unicamp. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

1. Checagem da viabilidade e da pureza 

2. Preservação dos isolados 

3. Avaliação Qualitativa da Produção de Quitinases 

4. Caracterização molecular 

a. Extração de DNA; 
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b. PCR e Purificação; 

c. Reação de Sequenciamento; 

d. Análise Filogenética. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Isolados fúngicos 

Os isolados utilizados para verificação da otimização do meio de cultura foram recebidos em placas de Petri em 

triplicata da empresa B Plant e previamente identificados a nível de espécie pela empresa. São 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 estereoscópio para confirmação da morfologia e pode ser observada nas imagens a 

seguir:  

                

           
Figura 1: Cepa CCT 8044           Figura 2: Cepa CCT 8048            Figura 3: Cepa CCT 8052             Figura 4: Cepa CCT 8127 

           

       Foi também realizado um microcultivo para cada fungo, permitindo a observação em lâmina de suas características.  

 

Preservação dos isolados 

A preservação dos isolados foi feita por dois métodos. O primeiro foi o método de Castellani (CAPRILES, MATA, 

MIDDELEN, 1989), que constitui o acervo de trabalho. Depois, foi feito o congelamento a -80ºC, em que, a partir da cultura 

saudável, foi feita uma suspensão celular em solução de glicerol 20% esterilizado, com auxílio de uma alça de inoculação, que 

é então homogeneizada e distribuída em alíquotas de 1mL, em tubos criogênicos, deixados a -20ºC por 20 min, e então 

transferidos para caixas armazenadoras, a -80ºC. 

 

Avaliação qualitativa da produção de quitinases 

O primeiro ensaio de avaliação da produção de quitinases foi feito utilizando o protocolo de preparação da quitina 

coloidal segundo Joe e Sarojini, 2017. O meio de cultivo utilizado foi Quitina Ágar, contendo: 15 g ágar, 3 gL-1 quitina coloidal, 

2 gL-1 (NH4)2 SO4, 1,1 gL-1 Na2HPO4, 0,7 gL-1 KH2PO4, MgSO4.7H2O, 1 mg L-1 FeSO4, 1 mg L-1 MnSO4, 1L água destilada, 

pH 5.8 (Baldoni, 2016). Então, um bloco contendo a colônia fúngica, retirado da placa de Petri com auxílio de um canudo 

autoclavado com 5 mm de diâmetro, foi inoculado no meio de cultura de quitina, para então ser incubado a 28°C por 15 dias, 

quando a produção de quitinase foi medida pela formação de um halo de degradação, causado pela hidrólise da quitina coloidal, 

que foi preparada segundo Joe e Sarojini, 2017. 

Após 15 dias de incubação, 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 saturação e a definição das imagens foram alterados para 

facilitar a visualização dos halos de degradação. 

 

          
Figura 5: CCT 8044                       Figura 6: CCT 8048                        Figura 7: CCT 8127                        Figura 8: CCT 8052 
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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 degradação 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 disponível.  

De toda forma, os 4 fungos definitivamente apresentam produção de quitinase elevada para conseguir crescer em um meio em 

que a única fonte de carbono disponível era a quitina. Entretanto, devido a não utilização de um corante, não foi possível 

observar claramente os limites tanto do halo de degradação quanto da colônia, impossibilitando o cálculo do Índice Enzimático: 

IE = média do diâmetro dos halos (ᶲh) dividido pela média do diâmetro das colônias (ᶲh) (Bezerra, 2017).  

Dessa forma, foram planejados dois outros ensaios de avaliação da produção de quitinases utilizando dois novos 

protocolos. O segundo ensaio de avaliação da produção de quitinases está sendo feito segundo Vasquez et al., 2021, tanto para 

a produção de quitina coloidal quanto para o preparo do meio de cultivo. O terceiro ensaio está utilizando o mesmo protocolo 

de produção de quitina coloidal de Vasquez et al., 2021, mas, para o meio de cultivo, está sendo utilizado o meio de cultivo 

descrito em Tolosa et al., 2022. Os resultados desses ensaios serão apresentados no congresso, junto com o resto do projeto. 

 

Caracterização molecular 

Extração do DNA 

           O DNA dos 4 fungos foi extraído por método de extração do DNA genômico com fenol. O produto obtido foi corrido 

em eletroforese em gel de agarose para avaliação do sucesso do procedimento. As bandas de DNA estavam boas, mas havia 

bastante resquício de RNA, o que exigiu uma digestão com RNAse. Feito isso, foi realizada uma nova corrida em gel de agarose, 

que mostrou que a digestão foi bem-sucedida. 

 PCR e Purificação 

Foi realizada a reação de PCR das amostras de DNA extraído, utilizando os primers ITS 1 e ITS 4. Após a PCR, foi 

realizada uma nova corrida em gel de agarose para verificar o sucesso da reação. A imagem produzida foi a seguinte: 

              
Figura 9: Eletroforese em gel                     Figura 10: Eletroforese em gel de agarose dos           

de agarose dos produtos da PCR.             produtos da purificação 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 então purificadas com o kit de purificação de produtos de PCR Illustra 

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit. Os produtos da purificação foram corridos em eletroforese para verificação do 

sucesso do procedimento.  

A eletroforese foi realizada pela aluna juntamente com outras amostras de outros pesquisadores do laboratório. As 

bandas referentes às amostras da aluna são as 4 primeiras da imagem 10, que estão bem marcadas e indicam uma purificação 

bem-sucedida. Assim sendo, foi realizada a reação de sequenciamento, com os primers ITS 1 e ITS 4, seguida da precipitação 

da reação de sequenciamento. Depois, a placa de 96 poços contendo as amostras foi colocada no sequenciador ABI 3500XL 

(Applied Biosystems). 

Reação de Sequenciamento e Análise Filogenética 

Após 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 possível realizar o alinhamento das sequências 

referentes ao ITS1 e ao ITS4, de modo a gerar uma fita consensus para cada amostra. Com a sequência obtida, foi feita uma 

comparação com a base de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) para investigar com qual 

microrganismo há maior similaridade genética. A partir disso, foi feito um levantamento de dados na literatura para buscar uma 

filogenia recente e confiável que mostrasse a espécie encontrada no NCBI assim como as espécies mais filogeneticamente 

próximas a ela. Então, as sequências da região ITS de cada espécie escolhida foram anotadas e abertas no Bioedit, juntamente 

com a sequência da amostra a ser investigada, e foi realizado um novo alinhamento múltiplo. Esse alinhamento foi salvo e 

aberto no programa Mega X, onde foi selecionada a ação “Construct neighbor-joining tree”, contando com o método de teste 

de Bootstrap de 1000 replicações. Assim, foi obtida a árvore filogenética final. 
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O passo-a-passo da construção das árvores para cada amostra é mostrado a seguir: 1. Obtenção da sequência consensus 

por meio do alinhamento dos eletroferogramas das duas fitas ITS1 e ITS4 no Bioedit; 2. Pesquisa da sequência no NCBI para 

investigação de qual espécie provavelmente é; 3. Levantamento de literatura para encontrar uma filogenia confiável do gênero 

encontrado no passo 2; 4. Escolha das espécies cuja sequência da região ITS será utilizada para construir a árvore filogenética 

e 5. Construção da árvore filogenética no programa Mega X. Abaixo, são mostradas as árvores filogenéticas construídas para 

cada cepa. 

Árvores Filogenéticas 

      
Figura 11: Árvore filogenética da cepa CCT 8044               Figura 12: Árvore filogenética da cepa CCT 8048   

construída pela aluna usando o programa Mega X             construída pela aluna usando o programa Mega X 

 

O teste de Bootstrap avalia o nível de confiança que podemos ter em uma filogenia molecular, apresentando uma 

porcentagem que mostra a confiabilidade que se pode ter em cada nó 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 o programa construiu aquela árvore, ocorreu 

o mesmo nó que agrupa a amostra com a espécie Beauveria bassiana. Isso confere uma confiança alta de que a amostra em 

questão de fato pertence àquela espécie.  

Como é possível observar na árvore da figura 12, a cepa CCT 8048 não foi agrupada com nenhuma espécie considerada 

na filogenia, o que significa que a região ITS não é conclusiva para definir o parentesco entre essas linhagens. Por isso, tornou-

se necessário buscar outro par de primers com base na literatura mais recente que pudesse ser utilizado para o gênero 

Metarhizium. Após pesquisa, encontrou-se o par de primers FRPB2-5f e RPB2-7cR, referentes ao gene RPB2 - RNA 

polimerase II (LOPES et al, 2018). 

   
 Figura 13: Árvore filogenética da cepa CCT 8052                    Figura 14: Árvore filogenética da cepa CCT 8127           

construída pela aluna usando o programa Mega X                   construída 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 não 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 elongação 1 alfa (CHAVERRI et al, 2015).  

O teste de bootstrap da figura 14 demonstrou que, em 91% das vezes que a árvore acima foi construída, a linhagem 

CCT 8127 foi agrupada como Cordyceps javanica. Esse é um valor aceitável que permite afirmar com certa confiança a espécie 

da cepa em questão.  

 

Conclusões 

 As quatro cepas estudadas possuem alta produção de quitinases, quando crescidas em um meio contendo apenas quitina 

como fonte de carbono, o que é indicativo de que são boas candidatas para utilização contra insetos-praga como fungos 

entomopatogênicos. A partir do teste realizado, foi possível observar que a cepa CCT 8052 é a que possui maior produção dessa 

enzima, seguida da cepa CCT 8127, depois a cepa CCT 8044 e, por último, a cepa CCT 8048. Novos ensaios de avaliação da 

produção de quitinases tornam-se necessários para quantificar mais precisamente o índice enzimático de quitinase para essas 

cepas. 
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