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RESUMO 
 
 
Foi verificado neste trabalho a atividade quitinolítica de Metarhizium spp. a 

partir da degradação da cutícula de Boophilus microplus, além das atividades 

lipolítica, amilolítica e proteolítica em meios basais, como também estudos do 

crescimento fúngico em três diferentes meios de cultura e isoenzimáticos. Foram 

observados maiores valores de atividade enzimática na linhagem CG291C 

(Metarhizium flavoviride var. flavoviride reisolada de B. microplus) em meio 

contendo cutícula de B. microplus para atividade quitinolítica, CG434C (M. 

anisopliae var. acridum reisolada de B. microplus) e CG434 (M. anisopliae var. 

acridum) lipolítica, CG442C (M. anisopliae var. acridum reisolada de B. 

microplus) proteolítica e CG442 (M. anisopliae var. acridum) para amilolítica. O 

meio BDA induziu o maior crescimento e esporulação, e entre os meios líquidos, 

Czapeck e Massa de arroz propiciaram maior peso da matéria seca. A análise 

eletroforética em gel de poliacrilamida demonstrou variações no número e 

posições das bandas, em cada um dos sistemas estudados. Foi observada maior 

variação nos perfis das bandas com relação às proteínas totais, em todas as 

linhagens, variando de uma a oito bandas com mobilidade relativa diferenciada. 

No sistema esterase as linhagens CG291 (Metarhizium flavoviride var. 

flavoviride) e CG291C (Metarhizium flavoviride var. flavoviride reisolada de B. 

microplus) apresentaram o mesmo perfil e mobilidade relativa o que diferiu das 

demais linhagens estudadas, revelando polimorfismo. Na visualização do gel 

para fosfatase ácida, apenas as linhagens CG291 e CG291C mostraram perfis 

idênticos com cinco bandas de mesma mobilidade relativa e revelando grande 

polimorfismo nas demais linhagens. No sistema superóxido dismutase as 

linhagens CG434, CG434c, CG442 e CG442C não apresentaram bandas. De 

modo geral, todas as linhagens mostraram padrões diferentes indicando uma 

variação fenotípica.  

 
 

 



 

 

ABSTRACT 
 
 
In this work, it was verified that the chitinolytic activity of Metarhizium spp. by 

the degradation of the Boophilus microplus cuticle, besides the lipolytic, 

chitinolytic and proteolytic activities in basal media, as well as growth studies in 

three different media culture and the isoenzymatic perfiles. Greater values were 

observed in the CG291C strain (M. flavoviride var.  flavoviride reisolated of B. 

microplus) in an environment containing B. microplus cuticle for the chitinolytic 

activity, CG434C (M. anisopliae var. acridum reisolated of B. microplus) and 

lipolytic CG434 (M. anisopliae var. acridum), proteolytic CG442C (M. 

anisopliae var. acridum reisolated of B. microplus) and CG442 (M. anisopliae 

var. acridum) for the amilolytic. The BDA medium induced the best growth and 

sporulation, and among the liquid media, Czapeck and rice paste provided the 

greater weight of dry matter. The electrophoretic analysis in polyacrylamide gel 

demonstrated variations in the number and position of the bands, on each of the 

studied systems. A greater variation was observed in the profiles of the bands in 

relation to total proteins, in all strains, varying from one to eight bands with 

relative mobility different. In the esterase system, the CG291 (M. flavoviride var. 

flavoviride) and CG291C (M. flavoviride var. flavoviride reisolated of B. 

microplus) strains presented the same profile and relative mobility which differed 

from the other strains studied, revealing variability. In the visualization of the gel 

for the acid phosphatase, only the CG291 and CG291C strains showed identical 

profiles with five bands of the same relative mobility and revealing great 

polymorphism in the other strains. In the superoxide dismutase, the CG434, 

CG434C, CG442 and CG442C strains did not present bands. In general, all strains 

showed different patterns indicating a phenotypic variation.      
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Para que ocorra uma doença em artrópodes, o patógeno necessita vencer a 

barreira cuticular. A elaboração e combinação de enzimas são estritamente 

necessárias para que possa ocorrer a digestão da cutícula do inseto, existindo uma 

correlação positiva entre uma elevada produção de enzimas in vitro e uma 

elevada virulência do fungo, enfatizando a protease e quitinase como os mais 

importantes (EL-SAYED et al., 1989; KENDRICK, 1992).. 

 

M. flavoviride vem sendo aplicado como bioinseticida em alguns países 

africanos, embora pouco se conheça a respeito de sua variabilidade genética, 

mecanismos de recombinação, patogenicidade entre outros (KUKLINSKY-

SOBRAL, 1999).  Algumas linhagens de M. flavoviride  foram transferidas por 

Driver et al. (2000) para outra denominação M. anisopliae var. acridum. Vários 

estudos indicam este fungo como o de maior grau de infectividade e 

patogenicidade contra gafanhotos. Esses aspectos servem  de referência para que 

se realize estudos bioquímicos, levando em consideração o papel essencial que 

exercem as enzimas para que possa ocorrer a degradação da cutícula do 

hospedeiro. Até o momento, não foi encontrado na literatura específica, dados 

sobre a patogenicidade, correlacionada com a produção enzimática, do M. 

anisopliae var. acridum no carrapato bovino Boophilus microplus. 

 

 Os carrapatos são importantes e eficientes vetores de doenças em bovinos, 

causando paralisia através de secreções tóxicas produzidas por suas glândulas 

salivares e transmitindo vírus, rickettisias, bactérias e protozoários. Como 

conseqüência das pragas de carrapatos bovinos, além da transmissão de doenças 

ao animal, pode ser citado a  perda de peso, comprometimento do couro e  os 

custos econômicos  para o criador. Como medida de prevenção utiliza-se 

produtos químicos nos rebanhos, os quais desencadeiam para o criador um custo 

muito alto para manter seu rebanho livre de pragas (ATHAYDE, 2002). 
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 Este trabalho teve por objetivo estudar o crescimento em diferentes meios 

de cultura e a atividade enzimática de linhagens de Metarhizium spp. através de 

eletroforese, análise em meios específicos para as atividades lipolítica, 

proteolítica, amilolítica e a sua atividade quitinolítica a partir da degradação da 

cutícula de Boophilus microplus. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Metarhizium Sorokin: histórico e atualização taxonômica 

 

Uma das primeiras espécies de fungos entomopatogênicos descritas 

foi Cordyceps sinensis por Réaumur em 1726, atacando um Lepidoptera. No 

entanto, o gênero Metarhizium é um dos mais frequentemente utilizado nos dias 

atuais em controle biológico, onde a espécie Metarhizium anisopliae, foi descrita 

pela primeira vez em 1879, em isolado de larvas do inseto Anisopliae austriaca 

Hbst, por Metschnikoff (VEEN, 1968; KENDRICK, 1971; ALVES, 

1998;AZEVEDO; MESSIAS, 1985). Em estudos posteriores, Metschnikoff a 

descreveu com a denominação de Isaria destructor. Nos anos que se seguiram a 

este relato, esta espécie foi alvo de várias denominações, no entanto, em 1883, 

Sorokin denominou  M. anisopliae, ao isolado de Metschnikoff e essa 

denominação passou a ser aceita e utilizada por toda a comunidade científica 

(LUNA-ALVES LIMA, 1989).   

  

O gênero Metarhizium está amplamente distribuído na natureza, podendo 

ser encontrado facilmente no solo, no qual sobrevive por longo período. Tulloch 

(1976) em sua revisão sobre o gênero, admitiu para M. anisopliae duas 

variedades, as quais foram separadas pelo tamanho dos conídios, onde M. 

anisopliae (Mestch.) Sorokin var. anisopliae apresenta conídios que variam de 

3,5 – 9,0 μm e M. anisopliae (Mestch.) Sorokin var. major (Johnston) apresenta 

conídios variando de 9,0-18,0 μm. Luna-Alves Lima (1985) demonstrou que as 

estruturas reprodutivas neste fungo, estão representadas por conidióforos simples 

e ramificados e conídios cilíndricos, uni e multinucleados. Os conidióforos são 

estruturas hialinas, simples ou ramificadas em meio de cultura, formadas por 

células conidiogênicas especializadas que dão origem as fiálides, também 

hialinas, onde ocorrre a mitose.    A formação dessas estruturas hialinas em M. 

anisopliae segue o modelo fialídico proposto por Hugues (1953), que culmina 
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com a produção de conídios de coloração esverdeada, de inserção basipetal 

(HAMMIL,1972). 

 

  As espécies deste fungo, por serem encontradas provocando doenças em 

mais de 200 espécies de insetos, são amplamente estudadas no Brasil e outros 

Países. Metarhizium é citado entre os mais importantes gêneros para o controle 

biológico de insetos, principalmente de Homoptera: Cercopidae (SOCCOL et al., 

1997; ALVES, 1998).   

  

M. flavoviride foi descrito pela primeira vez por Gams & Rozsypal (1973) 

quando o isolaram de larvas e pupas de curculionídios, Ceutrrhynchus maculata-

alba e  C. albovittatus e de solos cultivados na Europa. Evidenciaram em 

linhagens jovens, conídios tipicamente elipsóides, com 7-9 (-11) x 4,5-5,5 μm 

apresentando-se hialinos quando vistos isoladamente e massa conidial de 

coloração verde-amarelada. Foi estudado como patógeno específico dos 

gorgulhos Otiorhynchus sulcatus e Delia antiqua por Rombach et al. (1986) que 

descreveram uma nova variedade e denominaram M. flavoviride var. flavoviride 

reconhecida por Driver et al. (2000) que elaboraram a mais recente classificação 

para o gênero.  Uma nova variedade M. flavoviride var. minus, que foi isolada de 

gafanhoto nas Ilhas de Galápagos foi proposta por Rombach et al. (1986).  Os 

conídios desta variedade são menores (4,5-7 x 2-3 μm) e mais consistentemente 

elipsóides a ovóides do que ao descritos para a variedade anteriormente 

identificada por Gams e Rozsypal (1973). 

 

Entre os fungos utilizados no controle biológico de pragas ou com 

potencial para tanto, indubitavelmente M. anisopliae é o que mais tem merecido 

a atenção dos pesquisadores e por isso maior número de informações foi 

acumulada a seu respeito (MONTEIRO, 1988). O autor cita ainda que o fungo 

apresenta estrutura reprodutiva semelhante a um esporodóquio na descrição de 

outros autores. Contudo essa forma semelhante aos esporodóquios são 

conidióforos justapostos que se entrelaçam frouxamente, devido à grande 
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ramificação das estruturas hifais, mas os conidióforos continuam 

individualizados (LUNA-ALVES LIMA, 1985; XAVIER-SANTOS, 1995; 

KUKLINSKY-SOBRAL; LUNA-ALVES LIMA, 1998). 

  

Através de bioensaios, as alterações comportamentais alimentares do 

gafanhoto Schistocerca gregaria (Forscal), infectado por M. flavoviride foram 

estudadas por Moore et al. (1992).  Eles observaram que a infecção por esse 

fungo foi capaz de provocar uma diminuição diária no consumo de alimentos do 

gafanhoto, tendo início, nas dosagens mais altas, a partir das 24 horas.    

  

 Utilizando técnicas moleculares de sequenciamento das regiões ITS e 28S, 

rDNA D3 e RAPD, Driver et al. (2000) analisaram 123 isolados identificados 

anteriormente como M. anisopliae, M. flavoviride ou M. album. As análises 

confirmaram a predominância do M. anisopliae, no entanto foram reconhecidos 

quatro agrupamentos, dois compostos por M. anisopliae var. anisopliae e M. 

anisopliae var. majus e incluiram nos outros dois agrupamentos M. anisopliae 

var. lepidiotum e M. anisopliae var. acridum, com base nas sequências de ITS e 

na análise de RAPD, confrontandas com a morfologia dos conídios. 

 

 A identificação e caracterização de um isolado do Peru CG863 de M. 

anisopliae  var. acridum foram feitas por comparação com dois outros isolados 

de M. anisopliae  var. acridum, do Brasil (CG423) e da Austrália (FI985), e com 

um isolado de M. anisopliae  var. anisopliae, obtido de outro Orthoptera (FI 

1029) (MAGALHÃES et al., 2002).  Os parâmetros utilizados foram tamanho de 

conídios, crescimento a 25 e 37ºC, padrões de RAPD, e virulência contra o 

gafanhoto do Mato Grosso, Rhammatocerus schistocercoides (TIGANO-

MILANI et al., 1995; ALJANABI; MARTINEZ, 1997; MAGALHÃES et 

al.1997). Os resultados demonstraram um padrão de crescimento similar em 

placas de ágar a 25 e 37ºC e para os perfis de RAPD para os isolados CG 863, 

CG 423 e FI 985, com bioensaios preliminares indicando o isolado peruano como 

tão virulento contra R. schistocercoides  quanto o isolado brasileiro. Magalhães 
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et al. (2002) concluiram que os isolados peruanos e brasileiros de M. anisopliae 

var. acridum são muito próximos em termos de biologia, morfologia (tamanho de 

conídios) e padrões de RAPD. 

 

 

2.2 Metarhizium no controle de pragas de interesse agropecuário 

 

 Sosa-Goméz e Alves (1983) estudaram diversos isolados de M. 

anisopliae, provenientes de algumas regiões do Brasil, selecionaram os isolados 

SPL-52T e PL-39 como sendo os mais apropriados para utilização no controle 

biológico de alguns insetos. Os principais caracteres considerados foram 

produção de conídios em meio artificial, virulência, resistência à radiação 

ultravioleta e produção de conídios sobre cadáveres de Diatraea saccharalis. 

Isolados de M. anisopliae foram selecionados para o controle de Mahanarva 

posticata, utilizando-se os caracteres biológicos e bioquímicos já mencionados. 

Em Pernambuco, M. anisopliae foi utilizado no controle da cigarrinha da cana-

de-açúcar (M. posticata), como inseticida biológico e foi considerado eficaz no 

controle desta praga (VILAS BOAS, 1992). A autora relata ainda a atuação deste 

bioinseticida numa área da região Nordeste que se estende de Alagoas ao Rio 

Grande do Norte. No Brasil, M. flavoviride foi isolado do gafanhoto Schistocerca 

pallens, no Rio Grande do Norte. Este isolado foi considerado muito virulento 

para Rammatocerus schistocercoides, diferenciando-se dos demais isolados que 

vinham sendo testados como bioinseticida em outros países (MAGALHÃES et 

al., 1995; MOREIRA  et al., 1996). Outros estudos foram efetuados com o 

mesmo fungo avaliando os efeitos da luz do sol natural e simulada, da luz 

ultravioleta (UV) sobre a germinação de conídios e interações com diferentes 

temperaturas. A luz natural causou maiores danos na germinação do que a luz 

artificial devido provavelmente à dose de UV ser maior na luz natural em relação 

à luz artificial (MOORE et al., 1992).  
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Os estudos realizados por Inglis et al. (1997) demonstraram que o 

aumento da temperatura corporal do gafanhoto Melanoplus sanguinipes pode 

inibir ou prevenir doenças causadas por B. bassiana e M. flavoviride (M. 

anisopliae var. acridum), sendo que as temperaturas baixas são mais inibitórias 

para esse fungo, enquanto que a inoculação de ambos mostrou altos níveis de 

mortalidade tanto em temperaturas altas quanto baixas.  

 

M.  anisopliae é um fungo controlador de insetos, utilizado no Brasil em 

cerca de 200.000 ha/ano no início da década de 70, principalmente no controle de 

cigarrinhas da cana-de-açucar e das cigarrinhas-das-pastagens.  O programa mais 

conhecido de controle biológico com fungos no Brasil e, possivelmente, em todo 

o mundo foi o do controle da cigarrinha-da-cana-de-açúcar no Nordeste brasileiro 

por M. anisopliae  (BURGES, 1981; AZEVEDO; MELO, 1998). Também em 

cigarrinhas-das-pastagens o  M. anisopliae é empregado com estimativas de 

controle variando de 10 a 60%, o que é considerado razoável, já que as 

cigarrinhas-das-pastagens como Zulia entreriana e Deois flavopicta causam 

grandes prejuízos.  De fato, as cigarrinhas-das-pastagens podem causar até 50% 

de queda na produção de leite e de carne em rebanhos bovinos (FONTES, 1992). 

 

O emprego experimental de M. anisopliae var. acridum vem sendo feito 

em condições de campo na África e em outros países, visando o controle de 

gafanhotos, em introduções inundativas com doses em torno de 1013 conídios/ha, 

para aplicações em áreas totais (ALVES, 1998). Portanto, são necessárias 

grandes quantidades de conídios para o tratamento das áreas infestadas, o que 

poderá inviabilizar o uso desse patógeno em grandes infestações da praga.  Desta 

forma, é de grande importância que se propicie o estudo de novas estratégias para 

que este fungo venha s ser usado no controle de Orthoptera (Schistocerca pallens 

e Stiphra pallens), que ocorrem no Nordeste, e de Rammatocerus 

schistocercoides, praga importante da Região Centro-Oeste do Brasil. 

 

 



FERREIRA, U. L.               Caracterização fisiológica e enzimática de Metarrhizium.... 

8 

2.3 Boophilus microplus e o controle biológico 

 

 O carrapato Boophilus microplus que tem considerável importância 

veterinária, pertence a Classe Aracnida Ordem Acarina, Subordem Metastigmata, 

Superfamília Ixodoidea e Família Ixodidae. A família Ixodidae é considerada a 

família mais importante, cujos membros são frequentemente denominados 

carrapatos duros, por causa da presença de um rígido escudo quitinoso que cobre 

toda a superfície dorsal do macho adulto. Na fêmea adulta, na larva e na ninfa, 

ele se estende apenas por uma pequena área, permitindo a dilatação do abdome 

depois da alimentação. São vetores importantes de doenças causadas por 

protozoários, bactérias, vírus e riquétsias. A especificidade ao hospedeiro 

também é utilizado como um parâmetro para a caracterização de uma quantidade 

expressiva de espécies, além das características morfológicas tradicionalmente 

usadas (HOOGSTRAAL, 1985; URQUHART et al., 1998). 

  

B.  microplus, carrapato bovino de um único hospedeiro, apresenta um 

ciclo de vida constituído de duas fases distintas: uma fase livre e uma fase 

parasitária, que são influenciadas pela umidade relativa acima de 70% e uma 

temperatura de 27ºC. Esses dois ciclos são regulados na natureza pelas estações 

anuais, podendo B. microplus apresentar durante este período cerca de três a 

quatro gerações  (WAHARTON; UTECH 1969). Os carrapatos são considerados 

os mais importantes ectoparasitas em áreas de exploração pecuária das regiões 

tropicais e subtropicais, são responsáveis por severas perdas econômicas, 

principalmente no que concerne à transmissão de patógenos e toxinas, como 

vetores potenciais. As enfermidades transmitidas por esses artrópodos situam-se 

entre os mais importantes problemas de saúde em todo o mundo. O controle 

químico tem se mostrado pouco eficientes nos dias atuais, propiciando riscos 

constantes e graves para a população humana e animal, consequentemente 

comprometendo o ecossistema (OMS, 1980; WAHARTON, 1983; ATHAYDE 

et al., 2001). 
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B. microplus, acarretou prejuízos globais na pecuária sul-americana  na 

ordem de 1 bilhão de dólares. O animal infestado tem uma diminuição de seu 

ganho de peso que chega a atingir um quilograma/ano, e pelas lesões que 

ocasionam ao couro ocorre a inviabilidade de comercialização do mesmo em 

aproximadamente 90% (RAMIREZ, 1982; HORN, 1985).  O controle desse e de 

outros carrapatos tem sido realizado com o uso de acaricidas que propiciam em 

gerações futuras o surgimento de populações resistentes, o que ocasiona o uso de 

substâncias químicas em quantidades elevadas, desencadeando um aumento no 

depósito de resíduos tóxicos no meio ambiente. Como uma medida alternativa e 

promissora tem-se testado o controle biológico, utilizando em pesquisas in vitro 

com M. anisopliae e outros fungos (BITTENCOURT et al., 1999; SAMISH ; 

REHACEK, 1999; BITTENCOURT, 2000; ATHAYDE et al., 2001). 

 

O primeiro trabalho encontrado na literatura sobre fungos causando 

doenças em carrapatos foi o de Kolomiec em 1950 (LIPA, 1971), no qual o 

fungo Aspergillus fumigatus causava mortalidade em colônias de Hyalomma 

scupense e Dermacentor marginatus, crescidas em laboratórios. Foi verificado 

também que as fêmeas ingurgitadas morriam antes ou logo após o fim da postura.  

Posteriormente, Samsinakova (1957) observou em suas coletas uma fêmea de 

Ixodes ricinus trazida do campo para o laboratório, infectada pelo fungo 

Beauveria bassiana. A fêmea infectada, continuou o ciclo biológico, realizando 

postura e após a morte foram verificadas hifas emergindo da cavidade bucal. 

 

Estudos histológicos realizados por Estrada-Penã et al. (1990) em 

Rhipicephalus sanguineus  naturalmente infectados por Aspergillus ochraceus, 

registraram a colonização do fungo nos cecos intestinais, tubo de Malpighi e ânus 

do carrapato, o que impediu a ovoposição, ocasionando a morte destes e 

mumificação posterior. 

 

A patogenicidade in vitro da espécie M. anisopliae inoculado com 

suspensão conidial em fêmeas ingurgitadas do carrapato de cão R. sanguineus, 
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coletadas diretamente do animal após a queda e mantidas à temperatura ambiente 

foi avaliada por Athayde  et al.  (1999a). O experimento constou da infecção de 

10 fêmeas (7,85 x 105 conídios/ml), e um grupo controle onde vários parâmetros 

biológicos foram testados, se destacando  a redução do peso da massa de ovos 

(52,67T e 100,26C), a diminuição do índice de produção de ovos (39,68%T e 

76,96%C) e diminuição do percentual de eclosão (39,80%T e 99,80%C).  Os 

bons resultados alcançados sugeriram a possibilidade do uso de M. anisopliae 

para controle deste carrapato, ressaltando que este biocontrole favorecerá uma 

maior proteção ao animal e ao meio ambiente. 

 

O efeito in vitro de 12 isolados de M. anisopliae sobre fêmeas 

ingurgitadas de B. microplus foi analisado por Frazzon et al. (2000). Entre os 

isolados estudados, o E6S1, que foi coletado de carrapatos infectados, causou 

100% de mortalidade, e foi o mais patogênico, quando testado na concentração 

de 107 conídios/mL.  Esta mesma espécie foi avaliada por Bittencourt (2000) 

quanto à patogenicidade, em condições de campo e de laboratório, sobre B. 

microplus e foram observadas em condições de laboratório diferenças 

significativas em relação aos índices de eficiência reprodutiva e nutricional 

durante o período de eclosão e incubação das fêmeas ingurgitadas. Com o mesmo 

propósito, Kaaya e Hassan (2000) testaram espécies de fungos 

entomopatogênicos e concluíram que são promissores para utilização como 

agentes controladores dos carrapatos. 

 

A eficiência de dois isolados de M. anisopliae var. anisopliae e de dois 

isolados de M. flavoviride var. flavoviride em larvas ingurgitadas de B. microplus 

foram avaliadas em experimento de laboratório e de campo, em que M. 

flavoviride  var. flavoviride mostrou-se mais patogênico (ONOFRE et al. 2002)  
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2.4 Atividade enzimática de fungos utilizados em controle de pragas 

 

A viabilidade depende da integridade dos componentes da parede celular, 

a qual funciona como barreira seletiva ante as pressões físico-químicas exercidas 

pelo meio ambiente em que o microrganismo sobrevive. Essa barreira funciona 

como ponto principal das interações envolvidas no processo de antagonismo 

entre fungos. As enzimas capazes de hidrolisar os componentes da parede celular 

desempenham papel fundamental no processo antagônico. Entre as hidrolases 

destacam-se as celulases, as β-glucanases, as quitinases e as proteases (CHET; 

BAKER, 1980; ELAD et al., 1983; BENHAMOU; CHET, 1993; HARAN  et al., 

1996). Por sua vez, as lipases são ainda pouco consideradas como participantes 

do antagonismo por micoparasitismo.  

 

A análise de isoenzimas para se detectar a variabilidade genética tem sido 

empregada em vários fungos, como subsídio para se diferenciar espécies ou 

linhagens de uma mesma espécie (MOREIRA; ALFENAS, 1985; BONDE et 

al.,1989). As investigações sobre isoenzimas por eletroforese, vem sendo 

realizadas em várias áreas, prinicipalmente na bioquímica, através da interação 

existente entre o patógeno e o hospedeiro, assim como para caracterização 

genética de população fúngica (LU; GROTH, 1987). Entre as vantagens 

apontadas para o uso das isoenzimas estão as suas características codominantes, 

de maneira a distinguir indivíduos homozigotos de heterozigotos, além de 

evidenciarem a variação na sequência de aminoácidos da molécula protéica que 

têm a mesma função catalítica, detectando assim, a variação entre a sequência de 

DNA que codifica as proteínas (McDONALD; McDERMOTT, 1993). 

 

A elaboração e combinação das enzimas pelo fungo são estritamente 

necessárias para que possa ocorrer a digestão da cutícula do inseto segundo 

Kendrick (1992). Ressaltou-se ainda a correlação positiva entre uma elevada 

produção de enzimas in vitro e uma elevada virulência do fungo, enfatizando a 

protease e quitinase com as principais enzimas atuantes. 
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A quitina é um dos componentes funcionalmente mais importante da 

parede celular de fungos, sendo formada de moléculas de N-acetil-D-glicosamina 

(GlcNAc) unidas por ligações glicosídicas β-1,4, resultando em cadeias lineares 

(STIRLING et al., 1979; BALLOW, 1982; CABIB et al., 1982). É encontrada 

em organismos na forma de fibras associadas a proteínas, lipídios ou a outros 

açúcares ((STIRLING et al., 1979). Como um biopolímero linear e insolúvel em 

água, é abundantemente encontrado no exosqueleto dos invertebrados que vivem 

no mar como as lagostas e outros crustáceos, nos artrópodes e na parede celular 

de fungos e de algumas algas. A única diferença química entre a quitina e a 

celulose é a substituição da hidroxila do carbono 2 dos resíduos de glicose por 

um grupo aminoacetilado (LIMA et al., 2000). As β-1,3-glucanas e a quitina 

estão embebidas em uma matriz de material amorfo e envoltas por substâncias 

contendo grupos amino não-acetilados como, por exemplo, a quitosana (LIMA et 

al., 2000). 

 

Lipídios são componentes fúngicos importantes em termos de estrutura e 

constituição de membrana. Muitos estudos têm demonstrado a importância dos 

lipídios para o desenvolvimento, esporulação, germinação e seu envolvimento 

em vários processos processos fisiológicos (WEETE et al., 1980; RATTRAY, 

1975; VAN ETTEN et al., 1965; WEETE, 1980, 1981). Muitos fungos contêm 

entre 5 e 32% de lipídios, dependendo das condições de cultura, estágio de 

desenvolvimento e espécies. O conteúdo de lipídios dos esporos de muitos 

fungos chegam a atingir entre 5 e17% do peso seco, mas os esporos de algumas 

espécies como as ferrugens contêm até 35% de lipídios (SHAN, 1966). Os 

principais fatores que influenciam a extensão de produção de lipídios são a 

natureza da proporção de carbono e nitrogênio assim como as fontes de 

nutrientes no meio (CHESTERS; PEBERDY, 1965). Os componentes principais 

destes lipídios usualmente são triglicerídeos e glicerolfosfolipídios 

(fosfolipídios), que podem estar acompanhados por esteróis e seus ésters, ácidos 

orgânicos e hidrocarbonetos. Os ácidos orgânicos alcançam do C12 ao C24 em 

comprimento nas cadeias (SHAN, 1966). 
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St. Leger et al. (1987a) observaram que o exosqueleto dos insetos consiste 

de fibrilas de quitina embebidas em uma matriz de proteína, que corresponde a 

uma dipolimerase fúngica, com uma função significativa dentro do parasitismo.  

Relataram ainda, que foram estabelecidos alguns isolados fúngicos virulentos 

comercialmente importantes, nos quais as endoproteases são produzidas 

rapidamente em grande quantidade quando comparadas com a quitinase, em 

meios de cultura que possuíam cutícula.  

 

Investigando a distribuição de quimioelastase e tripsina em nove isolados 

de cinco espécies dos fungos entomopatogênicos (B. bassiana, M. anisopliae, 

Verticillium lecanii, Nomuraea rileyi e Aschersonia aleyrodis). St. Leger et al. 

(1987b) observaram que em dois isolados de M. anisopliae foram detectados a 

quimioelastase e os demais isolados demonstraram uma baixa sensibilidade para 

inibição da tripsina. St. Leger et al. (1988) relacionaram a presença da 

quimioelastase extracelular produzida por  M. anisopliae com o poder de 

infecção deste fungo. 

 

A produção de enzimas extracelulares como amilase, lipase, DNAase, 

RNAase, pectinase, protease, urease e quitinase, em meios sólidos, foram 

avaliadas em sete fungos patogênicos à planta e seis sapróbios, assim como as 

amostras compostas de folhas. Antibióticos foram examinados por sua habilidade 

para superar o crescimento bacteriano no meio através de seus efeitos e pH sobre 

o crescimento fúngico, além da análise da produção de enzima extracelular. Os 

meios sólidos foram apontados como favoráveis para avaliação individual do 

fungo e para a análise rápida de variantes genéticas, para a presença ou ausência 

da produção de enzimas como também para estudos ecológicos e possíveis 

diferenciações quimiotaxonômicas (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). 

 

A produção de enzimas extracelulares em meio de cultura sólido através 

de substratos específicos para a produção de amilase, lipase, quitinase e protease 

foram testadas por Rosato et al. (1981) para determinarem a variabilidade entre 
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11 isolados de M. anisopliae de diferentes regiões do Brasil. Foram detectadas a 

atividade enzimática em isolados da mesma região e de regiões geograficamente 

distintas.  

 

Vinte linhagens de M. anisopliae e quatro de M. flavoviride, foram 

analisadas por Bridge et al. (1993), verificarando que as de M. flavoviride 

apresentaram variações nas mensurações dos conídios (5,2-9,1 x 1,6-3,9 μm).  A 

espécie demonstrou não possuir atividade de α-fucosidase.  A eletroforese de 

isoenzimas utilizando-se a catalase, a fosfatase ácida e o padrão de bandas em 

RFLP reforçaram a distinção dessa espécie no gênero Metarhizium.  M. 

flavoviride mostrou um padrão de bandas mais complexo de que  M. anisopliae.

  

A variabilidade em esterases de M. anisopliae por eletroforese foi 

analisada por Martinez et al. (1997), em dez isolados de diversos grupos 

taxonômicos de insetos. A análise eletroforética em gel de poliacrilamida a 8,5% 

apresentou diferenças e similaridades entre estes isolados, e foi possível 

distinguir seis padrões diferentes, demonstrando um grande polimorfismo para o 

sistema de esterase em M. anisopliae.  

 

Gillespie et al. (1998) investigaram a produção de proteinase subtilisina 

(PR1) e a enzima tripsina (PR2) de 19 isolados de Metarhizium sp. em culturas 

líquidas e observaram a produção de PR1 após 72 horas e PR2 em muitas 

linhagens após 48 horas.  St. Leger et al. (1996a) citaram que depois da celulose, 

a quitina é o polímero mais abundante encontrado na natureza e que os 

experimentos in vitro demonstraram o acúmulo e localização de quitinase durante 

o início da penetração na cutícula de inseto por fungo.  

 

Braga et al. (1999) avaliaram o crescimento e a autólise de duas linhagens 

de M. anisopliae var. anisopliae através de meio contendo caseína ou glicose 

como fonte de carbono, determinaram como parâmetro para cada linhagem o 

coeficiente econômico e grau de autólise. A produção de protease foi 
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determinada pelo crescimento e fases de autólise das culturas sobre meios que 

propiciam a indução de proteases (meios contendo caseína como única fonte de 

carbono e nitrogênio). O fungo demonstrou utilizar com mais eficiência caseína 

do que glicose como única fonte de carbono e energia. Relataram que o aumento 

da atividade proteolítica variou significativamente (apresentando o seu maior 

crescimento no 5º dia e o mínimo no 16º dia) durante as várias fases de 

crescimento e autólise, demonstrando claramente que ocorreram diferenças entre 

as curvas de crescimento e a produção cinética da enzima, podendo afetar 

decisivamente o processo de seleção de linhagem por produção de protease. 

  

Estudos comparativos entre os efeitos de ferimento, estimulação química 

do sistema imune e a infecção fúngica sobre a atividade da fosfatase ácida (AcP) 

na hemolinfa de Schistocerca gregaria constataram a ocorrência de um aumento 

de AcP na hemolinfa do inseto, no 3º dia, após a inoculação de Metarhizium 

anisopliae  var. acridum, o que coincidiu com uma redução marcada por 

manchas positivas de AcP nos plasmatócitos e coagulócitos do inseto (XIA et al., 

2000).   
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratório de Controle 

Biológico do Depto de Micologia, do Centro de Ciências Biológicas (CCB) da 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e no Laboratório de Bioquímica do 

Departamento de Morfologia Animal da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco (UFRPE). 

 

 

3.1. Material biológico utilizado 

 

As oito linhagens de Metarhizium utilizadas neste estudo foram fornecidas 

pelo CENARGEN-EMBRAPA, sendo seis de Metarhizium anisopliae var. 

acridum (CG288, CG288c, CG434, CG434c, CG442, CG442c) e duas de 

Metarhizium flavoviride var. flavoviride (CG291, CG291c). As linhagens 

CG288c, CG291c, CG434c e CG442c foram reisoladas de B. microplus (Tabela 

1). 

 

Os carrapatos da espécie Boophilus microplus foram obtidos na região do 

Sertão da Paraíba e da região Agreste de Pernambuco, coletados segundo 

Gonzales (1974) de bovinos naturalmente infectados e, em seguida, 

encaminhados para o Laboratório de Controle Biológico (UFPE). 
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Tabela 1. Linhagens de Metarhizium spp. utilizadas nos estudos biiológicos, exoenzimáticos e 
isoenzimáticos.    

                   

Espécies Código da 
Linhagem 

Hospedeiro 
Origem Geográfica 

Metarhizium flavoviride var. 
flavoviride 

CG291 Austracnis guttulosa Austrália 

Metarhizium flavoviride var. 
flavoviride 

CG291c1 Austracnis guttulosa Austrália 

Metarhizium anisopliae  var. 
acridum 

CG288 Schistocerca pallens Brasil 

Metarhizium anisopliae  var. 
acridum 

CG288c1 Schistocerca pallens Brasil 

Metarhizium anisopliae  
var.acridum 

CG434 Mahanarva posticata Brasil 

Metarhizium anisopliae  var. 
acridum 

CG434c1 Mahanarva posticata 
Brasil 

Metarhizium anisopliae  var. 
acridum 

CG442 Zonocerius elegans 
Brasil 

Metarhizium anisopliae  var. 
acridum 

CG442c1 Zonocerius elegans 
Brasil 

 1 Linhagens reisoladas de Boophilus microplus. 

 

3.2. Manutenção das linhagens de fungos 

 

As linhagens de fungos foram mantidas em meio de cultura Batata 

Dextrose Ágar (BDA) à temperatura ambiente de 28º ± 2ºC do Laboratório de 

controle Biológico (UFPE) durante 15 dias e em seguida estocadas a 4ºC em 

geladeira até o momento do uso. 

 

 

3.3. Degradação da cutícula de Boophilus microplus 

 

3.3.1. Obtenção da cutícula do carrapato 

 

Os carrapatos passaram por um processo de assepsia e em seguida foram 

dissecados com o uso de tesoura de procedimento cirúrgico e lavados 

sucessivamente em água destilada autoclavada. A preparação cuticular foi obtida 

após homogeneização de 100 cutículas de carrapato por litro de solução de 

tetraborato de potássio a 1% segundo Andersen (1980). 
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3.4. Obtenção da quitina   

 

A quitina foi obtida a partir de exosqueleto de camarão. Inicialmente os 

conídios foram desidratados ao sol durante uma semana. Em seguida, foram 

moídos e peneirados. A fração de pó de diâmetro médio 0,42 mm foi utilizada no 

processo de extração. Para se isolar esse polissacarídeo, três etapas foram 

requeridas: desmineralização, desproteinização e despigmentação, segundo 

Canella e Garcia (2001). 

 

 

3.5. Atividade quitinolítica   

 

Para determinação da atividade quitinolítica de Metarhizium spp. foi 

utilizado o meio específico contendo a quitina de exosqueleto de camarão e a 

cutícula do carrapato como substrato, modificado de Hankin e Anagnostakis 

(1975). A quitina obtida conforme escrito no item 3.4 foi adicionada ao meio. 

Discos de micélio do fungo com 5mm de diâmetro foram inoculados em cinco 

placas contendo 20 mL do meio basal e incubadas por 12 dias, à temperatura 

ambiente de 28º ± 2ºC, visualizando-se zonas claras no ágar opaco ao redor das 

colônias, indicando degradação da quitina.  A avaliação foi efetuada através da 

mensuração do halo de degradação do substrato, com o auxílio de régua 

milimetrada, onde se subtraiu o valor do diâmetro das colônias do diâmetro do 

halo. 

 

 

3.6. Atividade lipolítica  

 

A atividade lipolítica foi determinada conforme preconiza Hankin e 

Anagnostakis (1975) através da utilização do meio basal específico contendo 

Tween 20 como substrato. Foram utilizadas cinco placas contendo 20 mL do 

meio basal para cada linhagem. Após a solidificação do meio, discos de micélio 
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de Metarhizium spp. de cinco mm de diâmetro, foram transferidos para o centro 

das placas, efetuando-se a incubação por 05, 10 e 15 dias à temperatura ambiente 

(28±2ºC) sob luz contínua. A avaliação seguiu a metodologia descrita no item 

3.5. 

 

 

3.7. Atividade proteolítica  

 

A atividade proteolítica das linhagens de Metarhizium foi testada através 

da hidrólise da caseína em meio ágar-leite (SARATH et al., 1989). As placas 

foram inoculadas com um disco de micélio com cinco mm de diâmetro, retirado 

de colônias jovens, com cinco repetições para cada linhagem, e em seguida, 

incubadas durante 05 a 15 dias sob luminosidade contínua à temperatura de 

28±2ºC. A avaliação foi a mesma descrita no item 3.5. 

 

 

3.8. Atividade amilolítica  

 

Discos de micélio do fungo com cinco mm de diâmetro foram transferidos 

para placas com meio basal específico adicionado com amido solúvel como 

substrato, com cinco repetições, sendo incubadas posteriormente a uma 

temperatura de 28±2ºC ºC sob luminosidade contínua por 05, 10 e 15 dias e 

adicionadas em cada placa 20 mL da solução de lugol para que ocorresse a 

detecção do substrato degradado, onde foi visualizado um halo de degradação 

amarelo ao redor da colônia. A avaliação foi efetuada como descrito 

anteriormente no ítem 3.5 e a atividade amilolítica determinada conforme Hankin 

e Anagnostakis (1975). 
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3.9 Aspectos biológicos de Metarhizum spp. 
 

 As linhagens foram cultivadas em meios sólidos (BDA, Massa de Arroz,  

Czapeck) em quantidades suficientes para 1 L de água destilada com pH 6,8 para 

avaliação dos parâmetros de crescimento micelial e produção de esporos. Para o 

peso da matéria seca foram utilizados os mesmos meios sem o ágar. Para todos 

os substratos se utilizou um delineamento inteiramente casualizado em esquema 

fatorial, 8x6x4. 

 

 

3.9.1. Crescimento radial do micélio 

 

Para obtenção do crescimento radial, discos com cinco mm de diâmetro 

dos fungos foram transferidos para o centro das placas de Petri com os diferentes 

meios. Em seguida, as placas de Petri foram incubadas à temperatura ambiente 

(30 ± 2ºC) e 55% de umidade relativa, em regime de luminosidade contínua. A 

avaliação do crescimento micelial foi realizada através de mensurações diárias do 

diâmetro das colônias, em sentido diametralmente opostos, com o auxílio de uma 

régua milimetrada e estabelecendo-se a média para cada repetição. As leituras 

foram realizadas a cada 24 horas, durante doze dias. As médias obtidas foram 

utilizadas na construção de um gráfico para cada linhagem nos diferentes meios. 

Foi determinada a velocidade média de crescimento, utilizando-se os dados 

obtidos em dois intervalos de tempo de incubação, conforme a fórmula de Lilly e 

Barnett (1951): Vmc=C2-C1/T2-T1; onde: Vmc=Velocidade média de 

crescimento; C1=Crescimento no tempo (T1); C2=Crescimento no tempo 2 (T2), 

sendo o resultado expresso em mm/h. 
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3.9.2. Produção de esporos 

 

Utilizou-se as mesmas culturas do experimento do item 3.9.1, após doze 

dias de inoculação, adicionando-se às placas de Petri, 20 mL da água destilada 

autoclavada e efetuando-se a raspagem dos conídios da superfície das mesmas, 

com o auxílio de uma escova de cerdas macias. Logo após, o material removido 

foi filtrado em três camadas de gaze, autoclavado e os conídios quantificados em 

Câmara de Neübauer. 

 

 

3.9.3. Peso seco 

 

Discos de micélio do fungo com cinco mm de diâmetro, de cada linhagem 

separadamente, foram retirados de culturas jovens e transferidos para frascos de 

Erlenmeyer de 150 mL, sendo um disco por frasco de Erlenmeyer, contendo 50 

mL dos meios de cultura líquidos: BD, Czapek e Massa de Arroz, sem o ágar. 

Em seguida, foram mantidos sob luz contínua, à temperatura ambiente de 30 ± 

2ºC por doze dias. Os frascos de Erlenmeyrer foram agitados manualmente duas 

vezes ao dia, para propiciar melhor uniformização de oxigenação e crescimento 

micelial. Com doze dias de incubação coletou-se o micélio por filtração da 

cultura de cada frasco de Erlenmeyer usando meia de nylon esterilizada. A massa 

micelial obtida foi acondicionada em caixa de papel alumínio, previamente 

secada, pesada, e acondicionada em estufa, a 53ºC por 24 horas. O peso seco do 

micélio foi obtido por subtração do peso da matéria seca do peso da caixa de 

alumínio. Em todos os substratos se utilizou um delineamento inteiramente 

casualizado em esquema fatorial, 8x3x4. 

 
 

3.10. Caracterização isoenzimática de Metarhizium spp. em gel de 

poliacrilamida 
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3.10.1. Preparação dos extratos  

 

O micélio crescido em meio líquido BD foi filtrado com o auxílio de uma 

bomba a vácuo em filtro de porcelana com papel de filtro esterilizado. Em 

seguida homogeneizou-se uma mistura composta de micélio e areia lavada na 

proporção de 1:1(p/v) e o tampão de extração 1:1(p/v) em relação a mistura areia 

lavada micélio. A trituração procedeu-se com almofariz e pistilo em banho de 

gelo, e a mistura homogeneizada foi transferida para tubos de centrífuga a 

13.000g por 20 minutos a 4ºC. O sobrenadante constituiu o extrato protéico que 

foi utilizado para estabelecer o perfil eletroforético. Os extratos protéicos foram 

mantidos em freezer até o momento do uso (método modificado de ALFENAS, 

1998). 

 

 

3.10.2. Determinação da concentração de proteína  

 

Para a quantificação das proteínas, foi utilizado o método de Bradford, que 

consiste em estimar a concentração de proteínas nos extratos através da 

comparação com uma curva-padrão. Esta foi realizada utilizando-se  albumina 

bovina cristalizada nas concentrações 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400 ug 

por mL em tampão Tris-HCl, pH 6,8. Em tubos de ensaio adicionou-se 5 mL do 

reagente de Bradford ( Azul Brilhante de Coomassie G250) como corante e 0,1 

mL das soluções-padrão de albumina, homogeneizou-se e se determinou a 

densidade óptica denominada absorbância no comprimento de onda de 595nm. 

Em seguida foi traçada a curva-padrão (ALFENAS et al., 1991). 
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3.10.3. Preparação do gel de poliacrilamida e separação eletroforética  

 

Foi preparado gel de poliacrilamida a 7,5% e a 12%, com 6,0 cm. Em 

seguida este material foi colocado entre duas placas de vidro separadas por um 

espaçador com dois mm de espessura. Após a polimerização do gel, os 

espaçadores foram retirados junto à placa superior, e o conjunto acondicionado 

numa cuba vertical de eletroforese modelo Mini V8, imerso no tampão de corrida 

do eletrodo tris-glicina com pH 8.9. Foram aplicados 20 μL a 50 μL das amostras 

dos extratos fúngicos nos poços do gel individualmente e como controle da 

migração eletroforética utilizou-se o corante azul de bromofenol a 0,25%. Ao 

final da aplicação das amostras foi iniciada a corrida com o uso da fonte GIBCO 

Life Technologies modelo 250 Eletroforeses Power Suply que foi calibrada para 

100V, 150 mΑ e quando as amostras atingiram o gel separador, elevou-se a 

voltagem para 160V ficando a corrida em torno de 200 mΑ (ALFENAS, 1998; 

ALFENAS et al., 1991). 

 

 

3.10.4. Coloração para detecção de proteínas totais, esterase, fosfatase ácida 

e superóxido dismutase, secagem e interpretação dos zimogramas  

 

 

3.10.4.1. Proteínas Totais 

 

Após a corrida eletroforética, o gel foi imerso na solução corante de 

“Coomassie blue” (0,1%) durante 12 horas.  Posteriormente, a coloração das 

bandas de proteínas foi retirado o excesso de corante através de lavagens 

sucessivas do gel, em solução clareadora (na proporção 5:5:1; metanol, água 

destilada, ácido acético glacial) e fixada as bandas em fixador PAGE (45 mL de 

metanol, 10 mL de ácido acético glacial, 45 mL de água destilada) por 20 

minutos (ALFENAS, 1998; ALFENAS et al., 1991). 

 



FERREIRA, U. L.               Caracterização fisiológica e enzimática de Metarrhizium.... 

24 

3.10.4.2. Esterase 

 

O gel de poliacrilamida foi revelado com 30 mL de α,β-naftil-acetato 1% 

em acetona a 50%, 100 mg de fast blue RR e 100 mL de Tris-HCl 0.05M em 

pH7.1. Em seguida, foi incubado a 30-38ºC até que as bandas aparecessem, após 

aproximadamente cinco a 10 minutos e descartando-se a solução para fixar o gel 

em solução de glicerol a 10% (ALFENAS, 1998; ALFENAS et al., 1991). 

 

 

3.10.4.3. Fosfatase Ácida 

 

O gel foi imerso na solução composta por 100mg de α-naftil fosfato ácido 

de sódio, 100 mg de Fast Garnet GBC salt, 1 mL (ou 10mg) de MgCl2 a 1% e 

100 mL de tampão acetato de sódio 0.1M, pH5.0. Depois, foi incubado a 37ºC 

até o aparecimento das bandas.  A avaliação foi feita após 24h, descartando a 

solução e fixando o gel em glicerol a 10% (ALFENAS, 1998; ALFENAS et al., 

1991). 

 

 

3.10.4.4. Superóxido Dismutase 

 

 Após a corrida eletroforética, o gel para detecção de superóxido dismutase 

foi retirado da placa e imerso na solução de revelação (0,004g de riboflavina, 

0,3g de EDTA0, 020g de MTT, 100 mL de Tris-HCl pH 8,5), incubado a 37ºC 

até o aparecimento das bandas acromáticas e fixado em solução aquosa de 

glicerol a 10% (ALFENAS, 1998; ALFENAS et al., 1991). 

 

 Após a coloração e fixação os géis foram colocados entre folhas de papel 

celofane para secagem e conservação, sendo realizado em aproximadamente 48 

horas, à temperatura ambiente de 30 ± 2ºC.  A solução para secagem foi 
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composta por 100 mL de metanol, 20 mL de ácido acético, 80 mL de água 

destilada e 0,5 mL de glicerol (ALFENAS, 1998; ALFENAS et al., 1991).  

 

 A interpretação dos zimogramas foi feita de acordo com o número, 

posição e intensidade das bandas no gel.  O cálculo da mobilidade relativa das 

bandas foi efetuado pela fórmula descrita por Alfenas et al. (1991): Rf = (d/D) x 

100,  onde: d= distância percorrida pela molécula, D= distância percorrida pela 

linha do corante (controle). 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1 Atividade quitinolítica em Metarhizium spp. durante a degradação da 

cutícula de Boophilus microplus 

 

 A linhagem de M. flavoviride var. flavoviride (CG291c), reisolada de B. 

microplus apresentou maior halo de degradação de quitina aos 12 dias de 

incubação tanto em meio contendo exosqueleto de camarão como em meio com 

cutícula de carrapato. Menor halo de degradação foi evidenciado por M. 

anisopliae var. acridum (CG434c) reisolada de B. microplus em meio contendo 

exosqueleto de camarão e M. flavoviride var. flavoviride (CG291) em meio com 

cutícula diferiu estatisticamente das demais linhagens testadas. Todas as 

linhagens apresentaram maior halo de degradação em meio contendo a cutícula 

do carrapato, conforme mostra a Tabela 2. 
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Tabela 2. Atividade quitinolítica de oito linhagens Metarhizium spp.  aos  12 dias  de incubação em    

meios específicos contendo exosqueleto de camarão ou cutícula de Boophilus microplus 

Linhagens de Metarhizium H a l o ( c m )  

 
Exosqueleto de camarão Cutícula de B. microplus 

Metarhizium flavoviride var. 

flavoviride CG291 

 

1,061de  A2 

 

1,57e   A 

Metarhizium flavoviride var. 

flavoviride CG291c 

 

2,59b   B 

 

4,51a   A 

Metarhizium anisopliae var. 

acridum CG288 

 

1,67cde B 

 

2,24de  A 

Metarhizium anisopliae var. 

acridum CG288c 

 

2,14bc  A 

 

2,54cd  A 

Metarhizium anisopliae var. 

acridum CG434 

 

1,42cde B 

 

2,92bcd A 

Metarhizium anisopliae var. 

acridum CG434c 

 

0,99e   B 

 

3,50b   A 

Metarhizium anisopliae var.  

Acridum CG442 

 

1,86bcd B 

 

2,75bcd A 

Metarhizium anisopliae var. 

acridum CG442c 

 

1,04de  B 

 

3,16bc  A 

   1 Médias de quatro repetições 
   2 Médias seguidas de letra minúsculas diferentes, na linha e letras maiúsculas diferentes, na coluna 
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey  ao nível de 5% de propabilidade 
 

 

4.2 Atividade lipolítica em Metarhizium spp. 

 

 A atividade lipolítica foi observada nas oito linhagens testadas no meio 

basal específico, através do halo de degradação aos 05, 10 e 15 dias conforme 

mostra a Tabela 3. M. anisopliae var. acridum (CG434c), reisolada de B. 

microplus apresentou o maior halo com 05 dias de crescimento e a linhagem M. 

anisopliae var. acridum (CG434) o maior halo de degradação aos 10 e 15 dias. 

M. flavoviride var. flavoviride (CG291) demonstrou menor halo de degradação 

com 05 dias e M. anisopliae var. acridum (CG442) o menor halo aos 10 e 15 

dias. 
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Tabela 3. Atividade  lipolítica de oito linhagens de Metarhizium  spp.  aos  05, 10  e  15  dias  de 

incubação em meio específico contendo tween 20. 

Linhagens de 
Metarhizium 

Diâmetro do halo (mm)  

 
5 dias 10 dias 15 dias 

Metarhizium 
flavoviride var. 

flavoviride CG291 

 
12,21aB2 

 
19,2cAB 

 
25,7dA 

Metarhizium 
flavoviride var. 

flavovirde CG291c 

 
23,6aA 

 
25,0aA 

 
30,7aA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG288 

 
21,6aB 

 
36,5abA 

 
45,0abA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG288c 

 
23,9abB 

 
33,5abAB 

 
39,1aA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG434 

 
19,6aB 

 
44,7aA 

 
49,8aA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG434c 

 
25,1aA 

 
27,0aA 

 
33,7aA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG442 

 
12,8aA 

 
14,7cA 

 
22,0dA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG442c 

 
21,8bB 

 
25,2abAB 

 
34,4aA 

CV=24,33%    
 1  Média de cinco repetições 
2 Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
 

 

4.3 Atividade proteolítica em Metarhizium spp 

 

 Os resultados obtidos aos 05 dias demonstraram a formação de menor 

halo de degradação para M. anisopliae var. acridum (CG291) e M. anisopliae 

var. acridum (CG442c) reisolada de B. microplus foi a que apresentou a maior 

atividade enzimática em relação as demais aos 05, 10 e 15 dias de incubação 

(Tabela 4).  
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Tabela 4. Atividade  proteolítica  de   oito  linhagens   de  Metarhizium   spp.  aos  05, 10  e  15  dias   de  

                 incubação em meio específico 

Linhagens de 
Metarhizium 

Diâmetro do halo (mm)  

 
5 dias 10 dias 15 dias 

Metarhizium flavoviride 
var. flavoviride CG291 

 
2,61bB2 

 
2,6dB 

 
7,3dA 

Metarhizium flavoviride 
var. flavovirde CG291c 

 
6,3abC 

 
19,2abB 

 
29,2aA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG288 

 
4,6bC 

 
8,8cB 

 
13,7cA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG288c 

 
5,0abC 

 
17,5abB 

 
25,2abA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG434 

 
4,5bB 

 
5,1cdB 

 
13,0cA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG434c 

 
5,1abC 

 
14,8bB 

 
26,6abA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG442 

 
5,8abC 

 
15,1bB 

 
21,8bA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG442c 

 
10,1aC 

 
22,0aB 

 
29,7aA 

CV=20,55%    
1  Média de cinco repetições 
2 Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
 

 

4.4  Atividade amilolítica em Metarhizium spp 

 

  As Figuras 1e 2 e a Tabela 5 apresentam a atividade amilolítica das 

linhagens de Metarhizium spp. testadas. M. anisopliae var. acridum (CG442c) 

reisolado de B. microplus foi o que apresentou o maior halo de degradação do 

amido ao 05,10 e 15 dias de incubação diferindo estatisticamente das demais 

linhagens aos 10 dias. M. flavoviride var. flavoviride (CG291c) reisolado de B. 

microplus demonstrou menor crescimento seguido por M. flavoviride var. 

flavoviride (CG291) e M. anisopliae var. acridum (CG442) aos 05 dias de 

incubação, não diferindo das demais linhagens estatisticamente. M. flavoviride 

var. flavoviride (CG291) e M. flavoviride var. flavoviride (CG291c) reisolado de 

B. microplus não diferiram estatisticamente entre si e apresentaram os menores 

crescimentos aos 10 dias de incubação.  

 



FERREIRA, U. L.               Caracterização fisiológica e enzimática de Metarrhizium.... 

30 

Tabela 5. Atividade amilolítica de oito linhagens de Metarhizium spp. aos 05, 10 e 15 dias de incubação 

em meio específico. 

Linhagens de 
Metarhizium 

Diâmetro do halo  (mm) a 

 
5 dias 10 dias 15 dias 

Metarhizium 
flavoviride var. 

flavoviride CG291 

 
2,81aA2 

 
2,14dA 

 
3,9cdA 

Metarhizium 
flavoviride var. 

flavovirde CG291c 

 
2,6aB 

 
2,0dB 

 
7,3dA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG288 

 
3,8aC 

 
10,18bB 

 
18,16aA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG288c 

 
4,6aC 

 
8,8bB 

 
13,7bA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG434 

 
3,6aB 

 
4,9cdB 

 
11,0bcA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG434c 

 
4,5aB 

 
4,1cdB 

 
13,0bA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG442 

 
2,8aC 

 
7,6bcB 

 
17,6aA 

Metarhizium anisopliae 
var. acridum CG442c 

 
5,8aC 

 
15,1aB 

 
19,8aA 

CV=24,82%    
1  Média de cinco repetições 
2 Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 1. Halo de degradação (seta) do amido em Metarhizium anisopliae  var.  
                acridum (CG442c) reisolada de Boophilus microplus (a) aos cinco  
               dias e (b) aos 10 dias de incubação em meio de cultura específico.  

a 

b 
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Figura 2. Halo  de  degradação  (seta)  de  amido  em   Metarhizium  anisopliae   var.  
                 acridum (CG442c) reisolada de B. microplus aos 15 dias de incubação. 
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4.5. Aspectos biológicos de Metarhizium spp. 

   

 

4.5.1 Crescimento radial 

 

 Os dados sobre o crescimento radial nos meios de cultura Czapek, Massa 

de Arroz e BDA encontram-se na Tabela 6. Foi observado que as linhagens M. 

anisopliae var. acridum (CG288) e M. anisopliae var. acridum (CG442c) 

reisolada de B. microplus apresentaram o menor crescimento em meio Czapek 

diferindo estatisticamente das demais linhagens. M. flavoviride var. flavoviride 

(CG291c) reisolada de B. microplus apresentou maior crescimento em Czapeck. 

No meio Massa de Arroz, apresentaram o maior crescimento, as linhagens M. 

anisopliae var. acridum (CG434) e M. anisopliae var. acridum (CG434c) 

reisolada de B. microplus e o menor crescimento foi observado em M. anisopliae 

var. acridum (CG288) e M. flavoviride var. flavoviride (CG291). Em BDA, M. 

anisopliae var. acridum (CG288) e M. flavoviride var. flavoviride (CG291c) 

reisolada de B. microplus apresentaram crescimento inferiores às demais.  
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Tabela 6. Diametro de colônia de oito linhagens de Metarhizium spp. em diferentes meios de 

cultura aos 12 dias de incubação. 

Diâmetro de colônia (mm) 
Linhagem 

Czapeck Massa de Arroz BDA 
Metarhizium 

flavoviride var. 
flavoviride CG291 

 
51,001abB2 

 
46,40c  B 

 
71,20aA 

Metarhizium 
flavoviride var. 

flavoviride CG291c3 

 
56,10abA 

 
49,10c  AB 

 
47,90bB 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG288 

 
39,20c  B 

 
47,00c  A 

 
49,20bA 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG288c 

 
46,70bcB 

 
75,80abA 

 
75,60aA 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG434 

 
55,10abB 

 
78,00a  A 

 
75,40aA 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG434c 

 
53,00abB 

 
78,90abA 

 
77,00aA 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG442 

 
50,40abB 

 
77,10abB 

 
70,50aA 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG442c 

 
40,20c  C 

 
71,50b  B 

 
79,80aA 

CV=7.00%    
.1 Média  de quatro repetições. 

 2 Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade 
3 Linhagens reisoladas de B. microplus. 
 

 

 As velocidades de crescimento das oito linhagens de Metarhizium spp. 

encontram-se na Tabela 7. A taxa de crescimento destas linhagens no intervalo 

de tempo compreendido entre o sexto e sétimo dia de crescimento, variou para 

cada meio de cultura testado. Em meio BDA, M. anisopliae var. acridum 

(CG442c) reisolada de microplus apresentou maior velocidade de crescimento e 

as menores foram evidenciadas por M. anisopliae var. acridum (CG288) e M. 

anisopliae var. acridum (CG434), diferindo estatisticamente das demais. No 

meio Massa de Arroz as linhagens apresentaram uniformidade no crescimento e 

em Czapeck, a maior velocidade de crescimento foi observada em M. anisopliae 

var. acridum (CG434), igual à linhagem M. anisopliae var. acridum (CG442). 
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Tabela 7. Velocidade média de crescimento de Metarhizium spp. em diferentes meios de 

cultura entre o sexto e sétimo dia de incubação. 

Taxa de crescimento (mm/h) 
Linhagem 

Czapeck Massa de Arroz BDA 
Metarhizium 

flavoviride var. 
flavoviride CG291 

 
0,021b  B2 

 
0,02aAB 

 
0,03bcA 

Metarhizium 
flavoviride var. 

flavoviride CG291c3 

 
0,02b  A 

 
0,02aA 

 
0,03bcA 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG288 

 
0,02 abA 

 
0,02aA 

 
0,02bA 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG288c 

 
0,03abA 

 
0,02aB 

 
0,03bcA 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG434 

 
0,04a  A 

 
0,02aB 

 
0,02c  B 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG434c 

 
0,02bAB 

 
0,02aB 

 
0,04b  A 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG442 

 
0,04abA 

 
0,02aA 

 
0,03bcA 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG442c 

 
0,03abB 

 
0,02aB 

 
0,06a  A 

CV=34.85%    
.1  Média  de quatro repetições, com o halo expresso em mm. 

 2 Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade 
3 Linhagens reisoladas de B. microplus. 
 

 

4.5.2 Produção de esporos 

 

 Foi observada a produção de esporos em todos os meios de cultura 

estudados conforme mostra a Tabela 8. Em meio Czapeck, M. anisopliae var. 

acridum (CG434c) reisolada de B. microplus apresentou a maior esporulação, 

diferindo estatisticamente das demais. Em meio de Massa de Arroz foi constatada 

a maior esporulação por M. flavoviride var. flavoviride (CG291), e em meio 

BDA, M. anisopliae var. acridum (CG288c) reisolada de B. microplus. 
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Tabela 8. Esporulação de oito linhagens de Metarhizium spp. em diferentes meios de cultura 

aos 12 dias de incubação. 

Média de esporulação (108/mL)  

Linhagem 
Czapeck Massa de Arroz BDA 

Metarhizium 
flavoviride var. 

flavoviride CG291 

 
3,401b    B2 

 
55,60a    A 

 
3,10c    B 

Metarhizium 
flavoviride var. 

flavoviride CG291c3 

 
10,20ab A 

 
14,40bc  A 

 
20,10c    A 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG288 

 
9,00abAB 

 
1,50c     B 

 
26,50c    A 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG288c 

 
3,00b    B 

 
15,60bc  B 

 
70,70b    A 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG434 

 
3,90b   C 

 
30,30b    B 

 
58,10b    A 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG434c 

 
31,10a   A 

 
11,90bc   B 

 
5,20c    B 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG442 

 
9,50ab  A 

 
10,00bc   A 

 
19,10c    A 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG442c 

 
4,80b    C 

 
13,00bc   A 

 
20,60c    A 

CV=28.23%    
.1 Média  de quatro repetições 

 2 Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade 
 3 Linhagens reisoladas de B. microplus. 
 

 

4.5.3 Peso seco 

 

Os dados obtidos mostram que houve variação no peso seco  das linhagens 

nos diferentes meios de cultura. (Tabela 9). Em meio Czapeck, M. anisopliae var. 

acridum (CG288) mostrou menor peso e maior peso em M. anisopliae var. 

acridum (CG442), já em Massa de Arroz, as linhagens M. anisopliae var. 

acridum (CG288c) reisolada de B. microplus e M. flavoviride var. flavoviride 

(CG291) apresentaram o menor peso e M. flavoviride var. flavoviride (CG291c) 

reisolada de B. microplus) o maior peso. A linhagem M. anisopliae var. acridum 
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(CG442) e M. flavoviride var. flavoviride (CG291c) reisolada de B. microplus 

apresentaram os maiores peso em meio BDA, não apresentando diferença 

estatisticamente significativa em relação as outras linhagens estudadas. A 

linhagem M. anisopliae var. acridum (CG288c) reisolada de B. microplus 

apresentou o menor peso seco em BDA.  

 
 

Tabela 9. Peso seco de oito linhagens de Metarhizium spp. em diferentes meios de cultura aos 

12 dias de incubação. 

Peso seco (g) nos meios de cultura  

Linhagem 
Czapeck Massa de Arroz BDA 

Metarhizium 
flavoviride var. 

flavoviride CG291 

 
0,461b A2 

 
0,43aA 

 
0,14aB 

Metarhizium 
flavoviride var. 

flavoviride CG291c3 

 
0,37bc B 

 
0,65aA 

 
0,16aC 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG288 

 
0,22c   B 

 
0,62aA 

 
0,14aB 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG288c 

 
0,42bc A 

 
0,43aA 

 
0,13aB 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG434 

 
0,40bc A 

 
0,45aA 

 
0,15aB 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG434c 

 
0,39bc A 

 
0,45aA 

 
0,15aB 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG442 

 
0,68a   A 

 
0,50aB 

 
0,16aC 

Metarhizium 
anisopliae var. 

acridum CG442c 

 
0,50ab A 

 
0,45aA 

 
0,14aB 

CV=28.23%    
.1 Média  de quatro repetições. 

 2 Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade 
3 Linhagens reisoladas de B. microplus. 
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4.6 Caracterização protéica e isoenzimática de Metarhizium spp. em gel de 

poliacrilamida 

 

 As linhagens de Metarhizium spp analisadas por eletroforese mostraram 

um padrão variável em relação às bandas de proteínas totais e para as enzimas 

fosfatase  ácida e esterase e simples para superóxido dismutase.  

 

 

4.6.1 Perfil protéico total 

 

 Os resultados da análise do extrato protéico contido no micélio das oito 

linhagens de Metarhizium spp. estão documentados na Tabela 10 e na Figura 3. 

 

 Foi observado um comportamento polimórfico em relação às bandas de 

proteínas totais, sendo reveladas bandas com intensidade forte, média e fraca em 

diferentes regiões do gel, que variaram em número de um a oito, predominando o 

número de cinco bandas. Os valores de mobilidade relativa (Rf), das bandas 

protéicas mostraram bandas em comum produzidas pelas linhagens e localizadas 

em diferentes regiões do gel. 
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     Figura 3. Eletroferograma de proteínas  totais de oito linhagens de Metarhizium spp. em gel 

de poliacrilamida (12%). 
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Tabela 10. Mobilidade relativa de proteínas totais em gel de poliacrilamida de oito linhagens de 

Metarhizium spp. 

Mobilidade relativa (Rf) Regiões do gel 
CG288 CG288c CG291 CG291c CG434 CG434c CG442 CG442c

1         
2     2,12 2,12 2,12 2,12 
3  2,22       
4     4,25 4,25 4,25  
5  4,44       
6    6,38     
7   6,66      
8    10,63     
9   11,11      

10        12,76 
11       14,89  
12   15,55      
13     15,95 15,95   
14  16,66       
15    17,02     
16        18,08 
17  20,00       
18    20,21     
19   21,11      
20    23,40     
21   24,44      
22 31,81        
23        36,17 
24     38,29 38,29 38,29  
25 38,63        
26  40,00       
27        40,42 
28    43,61     
29   45,55      
30    55,31     
31 56,81        
32     57,44  57,44  
33   57,77      
34     61,70  61,70  
35    74,46     
36   77,77      
37 79,54        
38  95,55 95,55      
39    95,74 95,74 95,74 95,74 95,74 
40 97,72        
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4.6.2 Atividade esterásica 

 

Os padrões de esterase das diferentes linhagens estão representados pelo 

eletroferograma da Figura 4 e pela mobilidade relativa mostrada na Tabela 11. 

 

As linhagens apresentaram polimorfismo com bandas em comum 

reveladas em diferentes regiões do gel. M. flavoviride var. flavoviride (CG291) e 

M. flavoviride var. flavoviride (CG291c) reisolada de B. microplus apresentaram 

fenótipos iguais com relação à esterase, com apenas uma banda monomórfica de 

mesma intensidade e posição no gel. Expressões fenotípicas semelhantes foram 

evidenciadas entre M. anisopliae var. acridum (CG434), M. anisopliae var. 

acridum (CG442c) reisolada de B. microplus, bem como entre M. anisopliae var. 

acridum (CG 434c) reisolada de B. microplus e M. anisopliae var. acridum  

(CG442). 

     
     Figura 4. Eletroferograma  de  esterase  de  oito  linhagens  de  Metarhizium  spp.  em  gel  

                     de   poliacrilamida (12%). 
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Tabela 11. Mobilidade  relativa  de  esterase  em  gel  de  poliacrilamida  de oito  linhagens de 

Metarhizium  spp.. 

Mobilidade relativa (Rf) Regiões 
do gel CG288 CG288c CG291 CG291c CG434 CG434c CG442 CG442c 

1 25,53        
2     26,92  26,92 26,92 
3      27,45   
4  28,57       
5   29,41 29,41     
6     29,80  30,76 30,76 
7      31,37   
8  31,63       
9 34,04        

10        41,34 
11     44,23  44,23  
12  44,89       
13      45,09   
14     61,53   61,53 

 

 

4.6.3 Atividade de fosfatase ácida 

 

A Figura 5 mostra o sistema de fosfatase ácida presente no micélio das 8 

linhagens estudadas. Foi evidenciado a presença de 7 padrões de bandas de 

intensidade forte, média e fraca com predominância de bandas fracas. A mesma 

expressão fenotípica foi evidenciada entre M. flavoviride var. flavoviride 

(CG291) e M. flavoviride var. flavoviride (CG291c) reisolada de B. microplus, 

com as bandas apresentando mesma intensidade e mobilidade relativa no gel, 

conforme mostra a Tabela 12. O sistema de fosfatase ácida apresentou 24 regiões 

diferentes. 
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Figura 5. Eletroferograma de fosfatase ácida de oito Metarhizium spp., em gel de poliacrilamida (12%). 
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Tabela 12. Mobilidade relativa de fosfatase ácida em gel de poliacrilamida de de 8 linhagens de 
Metarhizium spp. 

Mobilidade relativa (Rf) Regiões do gel 
CG288 CG288c CG291 CG291c CG434 CG434c CG442 CG442c

1 2.08 2.08 2.08 2.08 2.08 2.08 2.08  
2        2,12 
3        4.25 
4 6.25 6.25    6.25   
5        6.38 
6     7.29    
7 8.33        
8   10.41 10.41     
9       31.25  

10       41.66  
11        42.55 
12   45.83 45.83     
13       56.25  
14        57.44 
15  58.33       
16   61.45 61.45     
17   75.00 75.00     
18  77.08       
19 79.16        
20     85.41    
21      87.50 87.50  
22        89.36 
23     89.58 89.58   
24      93.75   

 

 

4.6.4 Atividade de superóxido dismutase 
 
 O perfil eletroforético nas condições adotadas para este estudo,não 

detectou o sistema superóxido dismutase em M. anisopliae var. acridum 

(CG434), M. anisopliae var. acridum (CG434c) reisolada de B. microplus, M. 

anisopliae var. acridum (CG442) e M. anisopliae var. acridum (CG442c) 

reisolada de B. microplus e a presença de dois padrões de bandas entre M. 

anisopliae var. acridum (CG288), M. anisopliae var. acridum (CG228c) 

reisolada de B. microplus), M. flavoviride var. flavoviride (CG291) e M. 

flavoviride var. flavoviride (CG291c) reisolada de B. microplus (Figura 6). Foi 

observado a predominância de bandas de intensidade forte nas linhagens 288, 

291 e 291c. Os valores de mobilidade relativa mostrado na Tabela 13 

evidenciaram bandas em comum produzidas em M. anisopliae var. acridum 
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(CG288), M. anisopliae var. acridum (CG288c) reisolada de B. microplus, M. 

flavoviride var. flavoviride (CG291) e M. flavoviride var. flavoviride (CG291c) 

reisolada de B. microplus e localizadas em diferentes regiões do gel. Foi 

evidenciado em M. anisopliae var. acridum (CG288c) reisolada de B. microplus, 

M. flavoviride var. flavoviride (CG291) e M. flavoviride var. flavoviride 

(CG291c) reisolada de B. microplus uma banda de mesma mobilidade relativa e 

intensidade. 

 

        
    Figura 6.  Eletroferograma   de   superóxido   dismutase   de  oito   linhagens de Metarhizium   

spp.  em  gel  de  poliacrilamida (12%). 
 
 

Tabela 13. Mobilidade relativa de superóxido dismutase em gel de poliacrilamida de oito 

linhagens de Metarhizium spp.. 

 
Mobilidade relativa (Rf) Regiões do gel 

CG288 CG288c CG291 CG291c CG434 CG434c CG442 CG442c
1 2,56        
2  2,63 2,63 2,63     
3 17,94        
4    18,42     
5   21,05      
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5. DISCUSSÃO 

 

 

5.1. Atividade quitinolítica  

 

 A penetração dos fungos através da cutícula dos insetos envolve um 

mecanismo de adesão via apressório (St LEGER et al., 1991) e outro via 

produção de várias enzimas extracelulares que atuam na degradação ativa durante 

o processo de penetração no hospedeiro (ROSATO et al., 1981; St LEGER et al., 

1986a, 1986b, 1986c; 1986d). Experimentos  in vitro utilizando cutícula de 

carrapato e exosqueleto de camarão como substrato mostraram que M. 

flavoviride var. flavoviride e M. anisopliae  var. acridum  foram capazes de 

produzir quitinase. Das oito linhagens testadas todas apresentaram níveis 

variados de atividade quitinolítica, sendo que tanto o substrato exosqueleto de 

camarão quanto o substrato cutícula de carrapato, o maior nível foi apresentado 

por M. flavoviride var. flavoviride CG291c (Tabela 2). Esses resultados 

comprovam que os fungos entomopatogênicos produziram esta enzima ao 

promoverem a degradação da cutícula do artrópode. Os resultados obtidos em 

meio com cutícula de carrapato apontam a alta produção de quitinase induzida 

por este substrato frente a quitina obtida de outro artrópode. Neste sentido é 

necessário que se desenvolvam estudos utilizando diferentes exosqueletos como 

uma maneira de se detectar linhagens fúngicas mais patogênicas às pragas de 

interesse veterinário e agroindustrial. Estudos desenvolvidos com outros grupos 

de fungos quanto à produção de quitinase em meio sólido foram investigados em 

relação à produção de várias enzimas, dentre as quais a quitinase (St Leger et al., 

1996a). Os autores investigaram o número e tipos de enzimas quitinolíticas 

produzidas por M. anisopliae, M. flavoviride e B. bassiana e concluiram que 

cada espécie produziu uma variedade de N-acetil-β-D-chitobioses durante o 

crescimento em meio contendo cutícula de inseto e que M. flavoviride também 

produziu 1,4-β-quitobiosidases. El-Sayed et al. (1989) correlacionaram a 

atividade quitinolítica com a virulência, utilizando linhagens selvagens e 
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mutantes de Nomuraea rileyi, outro fungo entomopatogênico, empregado no 

controle de Nezaria viridula, o percevejo da soja e Anticarcia gemmatalis, 

lagarta da soja (ALVES, 1998). Constataram que as linhagens virulentas 

produziram altos níveis de quitinase durante a penetração do fungo no 

hospedeiro.  

 

 

5.2 Atividade lipolítica 

 

 As lipases também atuam no processo de penetração dos fungos, 

principalmente nos entomopatogênicos na fase de adesão no hospedeiro, antes 

mesmos da emissão do tubo germinativo dos conídios, liberando enzimas e 

favorecendo o processo de nutrição entre o agente e o hospedeiro (ROBERTS  et 

al., 1987; ALVES, 1998; PUPIM et al., 2000). Nas condições do trabalho, foi 

detectada a atividade lipásica em todos os micélios das 8 linhagens de 

Metarhizium, aos 15 dias de incubação. A linhagem CG434 (M. anisopliae var. 

acridum) apresentou maior atividade lipásica,  a partir do décimo dia de 

incubação ao contrário da linhagem CG 434c (M. anisopliae var. acridum 

reisolada de B. microplus) provavelmente a fisiologia da linhagem citada anterior 

foi modificada ativando a produção de lipase nos primeiros dias de incubação o 

que levou a atingir sua fase estacionária rapidamente, diminuindo a produção 

durante os demais dias. A importância das enzimas na interação fúngica com o 

hospedeiro despertam em muitos pesquisadores o interesse em compreender a 

dinâmica que envolve a produção e ativação das enzimas nos mais variados 

grupos de fungos. Estudando a produção de amilase em meio sólido, o mesmo 

utilizado neste trabalho, Alves et al (2002) detectaram a produção de lipase em 

56 isolados de Mucor. Já Roberts et al. (1987) detectaram a produção de lipase 

por fungos quando observaram sua produção em 23 isolados fúngicos liofilizados 

e dois isolados que não sofreram o processo de liofilização. A maior atividade foi 

observada nos filtrados de fungos liofilizados. A produção de lipase extracelular 

também foi detectada por Rapp e Backhaus (1992) em culturas submersas, em 
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meio basal com 1% de óleo de oliva, a partir de fungos filamentosos, leveduras e 

bactérias. Onde as espécies de Rhizopus foram as maiores produtoras de lipase 

após 96 h de crescimento, seguidas por  Fusarium oxysporum f sp casinfectum 

após 220 horas de crescimento. Oliveira (1999) investigou a atividade lipolítica 

em 15 isolados de fungos obtidos do cajueiro, testados no qual destacaram F. 

moniliforme e Colletotrichum gloesporioides que foram considerados pelo autor 

como endofítico e fitopatógeno respectivamente. De acordo com as investigações 

de Knight et al. (2000), a lipase de F. solani FS1 foi imobilizada através da 

atração covalente em gotas de poliacrilamida e sobre Dacron magnetizado, 

retendo 12 e 97% de atividade respectivamente. Investigações comparativas 

foram desenvolvidas por Pupin et al. (2000) em dois estágios de crescimento, em 

conídios (C) e micélio (M), com dois meios de cultivo (meio mínimo MM e meio 

completo MC), em 12 linhagens de M. anisopliae dos quais duas dessas, são M. 

anisopliae var. majus. As linhagens investigadas por Pupin et al. (2000) 

apresentaram similaridades nas percentagens de lipídios totais, no entanto, a 

proporção do conteúdo de lipídios nos conídios e micélio que foram cultivados 

em MM e MC mostraram diferenças significativas entre os meios, ao nível de 

5% pelo teste de Tukey tanto para o micélio quanto para os conídios indicando 

variabilidade na produção de lipídios totais durante o crescimento. A atividade 

variável de lipase também indica alto nível de diversidade entre as linhagens 

estudadas (Tabela 3), confirmando os resultados anteriormente expostos. 

 

 

5.3 Atividade proteolítica  

 

 Os fungos entomopatogênicos são hábeis em produzir protease em 

substratos específicos in vitro e durante a colonização, degradando as proteínas 

que compõem a cutícula do hospedeiro (BRAGA et al., 1994; St LEGER et al., 

1997; VALADARES-INGLIS; AZEVEDO, 1997; BRAGA et al., 1999). Nesse 

trabalho foi observada a atividade proteolítica em meio basal sólido, aos 05, 10 e 

15 dias de incubação, nas 8 linhagens de Metarhizium spp testadas, à temperatura 
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de 28±2ºC. A atividade proteolítica destas linhagens tem sua importância quando 

se aponta que as proteases secretadas estão evidenciadas no processo de 

degradação da cutícula durante a penetração no inseto e por também estar 

correlacionada com o processo de infecção. St Leger et al. (1987a; 1987c) 

descreveram a presença das proteases Pr1 e Pr2 durante a degradação da cutícula 

de insetos por M. anisopliae e correlacionaram a presença dessas proteínas com a 

virulência sobre vários insetos (GOETTEL et al., 1989; GILLESPIE et al., 1998). 

Todas as linhagens de Metarhizium spp. (Tabela 4) reisoladas de B. microplus 

demonstraram maiores atividades, o que indica que a protease contida na cutícula 

do carrapato ativou a produção da enzima, consequentemente, estas linhagens 

devem expressar um melhor resultado quando utilizadas no controle desta praga. 

Os resultados obtidos nesse estudo quanto à detecção desta atividade, foram 

encontrados em outros fungos filamentosos, por Alves et al (2002) quando 

detectaram 82% de protease em meio sólido em 56 isolados de Mucor. Andrade 

et al (2002) trabalharam com Mucor circinelloides utilizaram D-glicose, em 

diferentes concentrações (40, 60 e 80g/L) como substrato para a detecção de 

proteases e confirmaram que a atividade enzimática aumentou quando a 

concentração do substrato foi reduzida para 40 g/L. Nas investigações realizadas 

por Bidochka e Khachatourians (1994) com relação a adsorção das proteases de 

M. anisopliae, V. lecanii e B. bassiana sobre a cutícula de insetos, os resultados 

sugeriram que as proteases produzidas por M. anisopliae e V. lecanii foram 

similares em suas propriedades de adsorção.  

 

A atividade de protease também foi observada em duas linhagens de M. 

anisopliae  var. anisopliae, com a produção de proteína determinada através das 

fases de crescimento e autólise das culturas sobre meio em condições de indução 

de protease (na presença de caseína como única fonte de carbono e nitrogênio) 

(BRAGA et al., 1999), com a produção variando significativamente durante as 

várias fases de crescimento e autólise. A degradação de um amplo espectro de 

proteínas, com relevância a elastina e micina, foi evidenciado por St Leger et al. 

(1997), em M. anisopliae, Verticillium lecanii e B. bassiana através da habilidade 
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que estes fungos apresentaram em produzir halo de degradação em meio ágar 

contendo substratos adequados. Por outro lado, Cardoso et al. (2001) nas 

investigações para o controle de Hypothenemus hampei com fungos, 

quantificaram as proteinases totais através de espectofotometria dos isolados 

Bb9620 (monospórico) e Bb9205 (multispórico) de Beauveria bassiana e os 

isolados Ma 9303 (monospórico) e Ma 9236 (multispórico) de M. anisopliae. 

Demonstraram que os picos de atividade máxima de proteinases totais ocorreram 

entre o primeiro e segundo dias de incubação e que esta atividade nos isolados de 

M. anisopliae foi altamente significativa quando comparada com os isolados de 

B. bassiana. A importância da proteinase foi indicada para o mecanismo de 

infecção inicial do fungo sobre a cutícula de H. hampei. Contudo, outros 

trabalhos podem evidenciar a relação entre a infecção do fungo e a proteína, 

nesse contexto, Song et al. (2002) investigaram o efeito da infecção de M. 

anisopliae sobre o número de hemócitos e de proteína solúvel na hemolinfa das 

larvas de 3ª e 4ª instar de Dendrolimus punctatus. Observaram que entre o 

primeiro e o quarto dia após a infecção, a quantidade de hemócito total e a 

concentração de proteína solúvel na hemolinfa foram significativamente mais 

altas nas larvas infectadas quando comparadas com as não infectadas, e que os 

resultados obtidos usando eletroforese em gel de poliacrilamida no terceiro, 

quarto e sexto dia após a infecção revelaram que M. anisopliae afetou o 

metabolismo das proteínas no hospedeiro e que a atividade de peroxidase foi 

diminuida. 

 

 

5.4 Atividade amilolítica 

 

 Todas as linhagens estudadas apresentaram halo de degradação, 

produzindo assim amilase, em pH de 6,8 e à temperatura de 28º ± 2ºC. Embora 

apresentando uma temperatura e pH diferenciados, dos descritos por outros 

autores. É conhecida a importância do pH na expressão fisiológica dos fungos, se 

testado em condições de temperatura e pH diferentes possívelmente as linhagens 
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de Metarhizium não apresentariam uma produção de amilase tão significativa. A 

produção de amilase foi investigada em outros fungos filamentosos como pode 

ser constatada por Domingues e Peralta (1993), embora tenham trabalhado com 

fungos filamentosos do solo, através de sua habilidade de produzir amilase em 

meio líquido ou semi-sólido com farelo de trigo. Esses autores selecionaram e 

identifiacaram uma linhagem de A. fumigatus que demonstrou atividade 

enzimática para α-amilase e glucoamilase, em pH de 6.0 e temperatura de 50ºC. 

Roberts e Messing-Al-Aidross (1985) investigaram  in vitro, os efeitos da 

virulência de M. anisopliae contra o  Culex, através da atividade de amilase, 

protease e lipase, concluiram que todas essas enzimas têm importante efeito 

sobre a virulência neste mosquito. Valadares-Inglis e Azevedo (1997) 

demonstraram a secregação de amilase em linhagens recombinantes de M. 

anisopliae var. anisopliae e concluíram que ocorre diferenças significativas 

durante a segregação dessa enzima entre recombinantes e parentais. Resultados 

semelhantes aos obtidos nesse trabalho com relação a atividade de amilase em 

meio sólido em M. anisopliae  var. anisopliae, foram encontrados por Valadares 

e Azevedo (1996). A atividade de amilase em meio sólido também foi 

investigada em 56 isolados de Mucor por Alves et al. (2002) que detectaram a 

produção em 84% dos isolados. Esses resultados comprovam a frequente 

habilidade dos fungos entomopatogênicos em produzirem amilase. 

 

 

5.5 Aspectos biológicos de Metarhizium spp 

 

 

5.5.1 Crescimento Radial 

 

 O crescimento radial demonstrado pelas linhagens de Metarhizium spp em 

BDA, assemelham-se com os dados obtidos por Ferreira (2000) quando testou o 

crescimento de B. bassiana (CL1), M. anisopliae (PL43) e M. flavoviride (BR) 

em meio BDA em diferentes temperaturas (25º, 28º e temperatura ambiente = 
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28º± 2ºC), e observou que a temperatura ambiente foi a que propiciou o maior 

crescimento. A temperatura é um fator importante para se evidenciar o bom 

desenvolvimento das colônias fúngicas, seu efeito foi estudado por Fargues et al. 

(1997) assim como o crescimento linear  de isolados de B. bassiana,  isolado de 

Coleoptera, Lepdoptera e Orthoptera de diferentes regiões e observaram que a 

temperatura ótima variava entre 20 e 30ºC. Já Inglis et al. (1999) estudaram a 

influência da temperatura na competitividade e colonização do gafanhoto 

migratório por B. bassiana e M. flavoviride  e constataram que o crescimento 

desses fungos variou entre 25 a 40ºC. Sendo que M. flavoviride foi superior ao de 

B. bassiana contra esses insetos, nas condições de oscilação de temparaturas.  

 

 

5.5.2 Produção de esporos 

 

 Os dados obtidos permitiram estabelecer a produção de conídios nos 

diferentes meios empregados, durante 12 dias, entre eles, a Massa de Arroz, o 

qual foi testado pela primeira vez, em trabalhos científicos, como substrato para 

estudo do comportamento de fungos in vitro. A Massa de Arroz apresentou dados 

bastante promissores e sendo um substrato de baixo custo, poderá ser usado em 

laboratório, para manutanção de fungos entomopatogênicos. Os resultados 

apresentados assemelham-se a maior esporulação de Metarhizium spp em BDA, 

como já foi constatado por Ferreira (2000) quando realizou estudos com duas 

diferentes linhagens de Metarhizium spp. (M. anisopliae PL43 e M. flavoviride 

BR). Entretanto, nos trabalhos de Ribeiro (1997) e Vilas Boas et al. (1996), que 

desenvolveram estudos com espécies de Metarhizium, o substrato descrito para a 

produção de pré-inóculo é o arroz parboilizado. Já Lima (2000), embora tenha 

trabalhado com fungo fitopatogénico, estudou o comportamento de isolados de 

Colletotrichum graminicola nos meios BDA, MDA (fubá de milho, dexrose, 

ágar), ADA (aveia em flocos, dextrose, ágar) e V-8 (suco V-8, ágar, CaCO3) com 

o meio ADA sendo o mais favorável para o processo fisiológico. Logicamnte 

deve-se levar em consideração que Lima (2000) realizou estudos com um fungo 
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que apresenta características genéticas distintas das demonstradas pelas linhagens 

de Metarhizum spp.. Trabalhos relacionados com a esporulação de M. anisopliae 

var. acridum e B. bassiana quanto as condições ambientais de umidade foram 

constatados por Magalhães et al. (2000) em cadáveres de R. schistocercoides, 

com M. anisopliae var. acridum produzindo mais conídios que B. bassiana em 

umidade relativa de 53% e 75% internamente e com estas mesmas umidade 

relativa externamente conídios não foram produzidos. O efeito da temperatura e 

umidade relativa sobre a esporulação de M. anisopliae var. acridum em 

cadáveres de S. gregaria foram analisados em laboratório por Arthurs e Thomas 

(2001) que observaram a produção conidial em condições constantes após 10 

dias, com umidade relativa acima de 96% e temperaturas entre 20º e 30ºC. 

 

 Com uma abordagem diferenciada das que se submeteram neste estudo, 

mas, realizando investigações com linhagens de Metarhizium spp., também 

foram desenvolvidos estudos com linhagens de M. anisopliae (M337, M103, 

M104, M115, M335 e M336) em culturas submersas por Song (2001), com a 

produção de conídios via esporogênese microcíclica. A esporulação da linhagem 

M337 foi observada no meio contendo vários elementos nutritivos, onde várias 

fontes de carbono e nitrogênio afetaram a produção de conídios submersos. A 

glicose, o amido solúvel e a lactose foram efetivos para que ocorresse a 

esporulação, assim como as fontes ideais de nitrogênio foram o pó de amendoim, 

extrato de levedura e peptona. Na literatura especializada encontram-se 

investigações realizadas com M. anisopliae  e outros fungos conhecidos como 

entomopatogênicos. Que assemelham-se aos dados desse trabalho, no que se 

refere à produção de esporos destacaram-se mais no substrato BDA para M. 

anisopliae. As investigações realizadas por Kampe e Bidochka (2002) também 

demonstraram a produção de esporos por M. anisopliae (A-1b, MAA1-2iii, 

Ma2575 e HAA2-2b), B. bassiana (Bb252) e Verticillium lecanii (V1 973) em 

vários tipos de ágar comercializado. As linhagens de M. anisopliae e B. bassiana 

apresentaram grande produção de esporos sobre o meio contendo batata dextrose 

ágar enquanto V. lecaniii em extrato de levedura peptona dextrose ágar. 
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5.5.3 Peso da matéria seca 

 

 Entre os meios testados, foi constatado melhor peso da matéria seca em 

BDA, ocorrendo variação no peso das oito linhagens nos diferentes meios, 

sugerindo que não tenha ocorrido a exaustão total dos nutrientes que compoem 

os meios de cultivo, o que indica que os meios testados, poderiam propiciar uma 

massa maior quando avaliado em período maior de tempo pré-estabelecido. O 

peso da matéria seca foi investigado também por Braga et al. (1999), quando 

observaram a autólise das duas linhagens de M. anisopliae var. anisopliae 

atingindo cerca de 62,7% de massa seca produzida e iniciada logo após o 

esgotamento da fonte de carbono. Poucos são os trabalhos descritos na literatura, 

que abordam os aspectos relacionados com o peso de matéria seca, com fungo 

entomopatogênico. Todavia, Lima (2000) também investigou a produção da 

massa seca, em diferentes isolados de C. graminicola, um fungo fitopatogênico. 

Em outras condições de estudo a influência da fonte de carbono foi analisada em 

fermentação no estado sólido por Domenech et al. (2000) com M. anisopliae que 

utilizaram as concentrações de 15, 20, 25 30, 35, 40 e 45g de carboidratos para 

cada 100g de matéria seca fúngica. No sétimo dia de fermentação foi obtida uma 

concentração máxima de esporos que correspondeu a 3,79x109 de esporos/100g 

de matéria seca. Foi determinado também a relação entre a umidade e a atividade 

da água e se observou que o aumento da quantidade de açúcar reduziu a atividade 

de água no meio de cultivo. 

 

 

5.6 Caracterização isoenzimática de Metarhizium spp em gel de 

poliacrilamida 

 

5.6.1 Padrão protéico 

 

 Os resultados obtidos neste estudo no que concerne às diferenças 

apresentadas nos padrões de bandas, demonstram o grande polimorfismo 



FERREIRA, U. L.               Caracterização fisiológica e enzimática de Metarrhizium.... 

55 

evidenciados entre as linhagens de Metarhizium spp.. Embora trabalhando com o 

mesmo fungo, mas, com linhagens e em condições diferenciadas, Gorinstein et 

al. (1996) encontraram resultados contraditórios quanto aos padrões de bandas 

entre dois isolados de M. anisopliae (M5 e M12), e concluiram existir 

similaridades no peso molecular de suas bandas. No entanto, a amplitude de 

padrões protéicos foi confirmada por St Leger et al (1995) quando analisaram as 

proteínas extracelulares totais através de eletroforese em gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE) do isolado ME1 de M. anisopliae observando um número amplo de 

proteínas, quando o fungo cresceu sobre a cutícula do gafanhoto e uma menor 

quantidade de bandas foi detectada em meio crescendo sem a cutícula, os autores 

citaram ainda que existiam evidências de que muitas proteínas eram induzidas 

especificamente durante o crescimento sobre a cutícula. Mesmo as linhagens 

deste experimento não tendo sido avaliadas durante seu crescimento sobre a 

cutícula de B. microplus demonstraram uma amplitude em seus padrões de 

bandas (Figura 3). Estudos direcionados para o melhoramento genético foram 

desenvolvidos por St Leger et al. (1996b) através da obtenção de cópias 

adicionais do gene que codifica a protease (Pr1) regulada para degradar a cutícula 

de inseto. Estas cópias foram inseridas dentro do genoma de M. anisopliae para 

cada Pr1 que foi constitutivelmente produzida sobre a hemolinfa de Manduca 

sexta, ativando o sistema de profenoloxidase. Foi concluído que os efeitos 

combinados da Pr1 com os produtos de reação da profenoloxidase exibiram uma 

redução de 25% no tempo letal (TL50) das larvas, reduziram o consumo da 

alimentação em 40% e os insetos infectados resultaram em cadáveres pobres em 

esporulação fúngica. Já Oliveira e Messias (1996) quando investigaram a 

variação de proteínas totais dos esporos durante a germinação das linhagens E9, 

Pegro e BSA de M. anisopliae var. anisopliae concluíram que a E9 iniciou a 

síntese de proteína a partir do tempo zero até sete horas após a germinaçãoe para 

Pegro e BSA iniciaram a germinação entre sete e 13 horas da germinação. 
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5.6.2 Esterase 

 

 As esterases são bem estudadas em fungos fitopatógenos, Meyer e Renard 

(1969) analisaram padrões de proteínas e esterases em quatro linhagens de 

Fusarium oxysporum f. sp. melonis e cinco de F. oxysporum f. sp. elaeidis  

obtidas de áreas restritas através de gel de poliacrilamida, com o objetivo de 

determinar a eficiência deste método na identificação de formas patogênicas. Foi 

concluido que os padrões de proteínas e esterases das duas formas especiais de 

Fusarium monstraram-se quimicamente heterogêneos, sugerindo que estes 

padrões não foram válidos para a identificação das formas patogênicas do 

Fusarium. O polimorfismo evidenciado entre as linhagens de Metarhizium spp 

para o sistema de esterase neste estudo (Tabela 11) também foi evidenciado por 

Valim-Labres et al. (1997) ao analisarem os efeitos da resistência do hospedeiro 

sobre os padrões isoenzimáticos de 27 isolados, entre estes, evidenciaram o 

polimorfismo existente dentro do mesmo isolado recuperado de hospedeiros 

diferentes. Conforme Valim-Labres et al. (1997) estes resultados são possíveis 

desde que o número de genes envolvidos sejam bem maiores no sistema de 

esterase do que aqueles sistemas de metabolismo interno, onde os produtos são 

muito mais uniformes. Como as esterases têm um amplo número de genes que 

codificam para diferentes moléculas com a mesma função, os genes do 

hospedeiro correspondente podem neutralizar alguns, mas, não todos os genes 

dos patógenos. Martinez et al (1997) determinaram a variabilidade no sistema de 

esterases de M. anisopliae  por eletroforese em gel de poliacrilamida, analisaram 

o zimograma de 10 isolados de diferentes origens geográficas e hospedeiros, 

distinguindo seis padrões de esterase, revelando um grande polimorfismo para o 

sistema de esterase de M. anisopliae. Os resultados deste trabalho não se 

assemelham aos constatados por Oliveira (1999), quando investigou que de modo 

geral, nos isolados de Penicillium alutaceum foram observadas quatro bandas de 

esterase, com os isolados Pa-1, Pa-2, Pa-3, Pa-5 e Pa-6 apresentando 

praticamente a mesma mobilidade relativa no gel de poliacrilamida, com 

variação na intensidade das bandas entre os isolados Pa-2 e Pa-6. A análise dos 



FERREIRA, U. L.               Caracterização fisiológica e enzimática de Metarrhizium.... 

57 

zimogramas de esterase de espécies diferentes de Fusarium spp, foram obtidas 

por Szécsi et al. (1995) por eletroforese em gel de poliacrilamida, que detectaram 

o polimorfismo entre as espécies estudadas. Esses resultados se assemelham aos 

resultados encontrados nesse trabalho, no que se refere ao polimorfismo 

evidenciado entre as linhagens de Metarhizium spp.. Outro trabalho descrito na 

literatura especializada com Fusarium foi desenvolvido através da análise dos 

zimogramas de esterase, obtidos a partir da eletroforese, em gel de 

poliacrilamida, de extratos protéicos de Fusarium sambucinum originados de 

diferentes localizações geográficas por Szécsi et al. (1995) que concluiram que os 

isolados desta espécie foram indistinguíveis por eletroforese. Diferentemente das 

semelhanças encontradas entre as linhagens CG291 e CG291c todas as demais 

linhagens estudadas neste trabalho foram indistinguíveis através da mobilidade 

relativa (Tabela 11). No entanto, os resultados desse trabalho, também não se 

assemelham as investigações realizadas por Lima e Menezes (2002), que 

detectaram em outro fungo fitopatogênico, um pequeno polimorfismo nos nove 

isolados de C. graminicula. 

 

Diante da detecção das atividades expressadas pelas oito linhagens de 

Metarhizium spp. neste trabalho sugere-se a análise de diferentes amostras de M. 

anisopliae e de M. flavoviride para posteriores utilizações em programas de 

controle de pragas, principalmente de carrapato, que é um problema na região 

Nordeste, com destaque para o Sertão da Paraíba. Baseado neste ponto de vista 

pode ser citado os estudos de Freimoser et al. (2003) que analisaram sequências 

expressadas por M. anisopliae, com amostras de M. anisopliae var. anisopliae 

denominada como patógena de amplo alcance entre as doenças de insetos e a 

amostra específica para gafanhotos M. anisopliae var. acridum de proteínas 

secretadas com potencial de atividade em insetos hospedeiros. As enzimas ditas 

como alvo potencial nos insetos hospedeiros incluíram as proteases (proteínases), 

quitinases, fosfolipases, lipases, esterases, fosfatases,com uma série de diversas 

proteases que abrangem 36% de todas as sequências expressadas por M. 
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anisopliae var. anisopliae. Das sequências expressadas, 80% pode ser agrupada 

dentro dos grupos funcionais com significância em outros fungos ascomicetos. 

 

 

5.6.3 Fosfatase ácida 

  

 Nos sistemas de fosfatase ácida (ACP) desse trabalho foram detectados 

uma variação entre quatro a seis bandas que variaram em sua posição e 

intensidade, originando 24 regiões no gel. A presença do polimorfismo no 

sistema de ACP descrito foi evidenciado em fungo fitopatogênico por Lima e 

Menezes (2002) nos estudos desenvolvidos com nove isolados de C. graminicula 

em gel de poliacrilamida, onde todos apresentaram duas bandas de enzima com 

variação na intensidade e posição no gel. O polimorfismo detectado neste 

trabalho para o sistema de ACP pode ser observado na Tabela 12, o que  já foi 

evidenciado em outro fungo filamentoso, Bipolaris sorokiniana, por Valim-

Labres et al. (1997). Embora Xia et al. (2000) não tenha trabalhado com as 

mesmas linhagens de Metarhizium spp. testadas nesse experimento realizaram 

investigações com outro isolado de M. anisopliae var. acridum e detectaram um 

aumento na atividade de ACP da hemolinfa do inseto S. gregaria no 3º após a 

inoculação, o que coincidiu com o declínio na quantidade de hemócitos totais e 

uma redução marcada na proporção que os plasmócitos e coagulócitos mostraram 

manchas positivas para fosfatase ácida. Os resultados sugeriram uma origem 

fúngica da enzima através da identificação de isoformas da ACP na hemolinfa do 

inseto nos diferentes tratamentos. Nas investigações de Jones et al. (1995) foram 

analisadas imagens coloridas e usadas para a mensuração da co-relação 

posicional entre a concentração intracelular de fosfatase ácida e a diferenciação 

celular da hifa com procedência para os padrões de atividades através de zonas 

circulares concêntricas.  
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5.6.4 Superóxido dismutase 

 

 Os resultados obtidos indicaram a ausência de bandas em 50% das 

linhagens de Metarhizium testadas. A presença deste sistema de enzimas em 

fungos foi descrito por Kwon e Anderson (2000) nos estudos realizados com 

Fusarium proliferatum durante a infecção em bainha de trigo, com o fungo 

expressando o padrão enzimático em condições com limitações nutricionais ou 

de estresse oxidativo durante o precesso de colonização da bainha do trigo. 
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6. CONCLUSÕES 

 

1. A produção de quitinase foi evidenciada em todas as linhagens de 

Metarhizium spp. testadas; 

 

2.  A melhor produção de quitinase foi em meio com cutícula de carrapato; 

 

3. A maior atividade enzimática em meio basal específico foi observada em  M. 

anisopliae var. acridum (434c) reisolada de B. microplus e M. anisopliae var. 

acridum (434) para a produção de lipase, M. anisopliae var. acridum (442c) 

reisolada de B. microplus para a produção e protease e M. anisopliae var. 

acridum (442) para a produção de amilase; 

 

4. O meio Massa de Arroz e o BDA, induziram melhor crescimento radial; 

 

5. M. anisopliae var. acridum (442c) reisolada de  B. microplus apresentou o 

maior crescimento micelial e a maior velocidade de crescimento em BDA; 

 

6. O meio BDA induziu a maior esporulação e melhor peso da matéria seca nas 

espécies de Metarhizium ; 

 

7. Todas as linhagens apresentaram variação quanto aos padrões protéicos; 

 

8. O sistema de fosfatase ácida, superóxido dismutase e isoesterásico revelaram 

a diversidade genética existente entre as espécies de Metarhizium. 
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Tabela 14. Atividade quitinolítica de linhagens de Metarhizium spp aos 12 dias 
de incubação em basal específico. 
 

 Meio Basal 
Linhagem Com Cutícula Sem Cutícula 

288 2.24 de   A 1.67 cde B 
288C 2.54 cd   A 2.14 bc   A 
291 1.57 e     A 1.06 de   A 

291C 4.51 a     A 2.59 b     B 
434 2.92 bcd A 1.42 cde B 

434C 3.50 b     A 0.99 e     B 
442 2.75 bcd A 1.86 bcd B 

442C 3.16 bc   A 1.04 de   B 
CV = 15,21%   

Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na 
horizontal, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).  
 

 

Tabela 15. Atividade lipolítica de linhagens de Metarhizium spp após cinco dias 
de observação em meio basal específico. 

 Passagem 
Linhagem Com Sem 

288 3.35 a A 3.65 a A 
291 2.50 a A 1.92  b A 
434 2.70 a B 4.47 a A 
442 2.52 a A 1.47 b B 

CV = 20,66%   
Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na 
horizontal, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).  
 
 
Tabela 16. Atividade lipolítica de linhagens de Metarhizium spp após 10 dias de 
observação em meio basal específico. 

 Passagem 
Linhagem Com Sem 

288 3.35 a A 3.65 a A 
291 2.50 a A 1.92  b A 
434 2.70 a B 4.47 a A 
442 2.52 a A 1.47 b B 

CV = 20,66%   
Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na 
horizontal, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).  
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Tabela 17. Atividade lipolítica de linhagens de Metarhizium spp após 15 dias de 
observação em meio basal específico. 
 

 Passagem 
Linhagem Com Sem 

288 3.91 a A 4.50 a A 
291 3.07 a A 2.57 b A 
434 3.37 a B 4.98 a A 
442 3.44 a A 2.20 b B 

CV = 20,88%   
Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na 
horizontal, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).  
 

 

Tabela 18. Atividade proteolítica de linhagens de Metarhizium spp após cinco 
dias de observação em meio basal específico. 
 

 Passagem 
Linhagem Com Sem 

288 0.50 b A 0.27 ab A 
291 0.63 b A 0.41 a   A 
434 0.51 b A 0.24 ab B 
442 1.04 a A 0.00 b   B 

CV = 44,43%   
Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na 
horizontal, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).  
 

 

Tabela 19. Atividade proteolítica de linhagens de Metarhizium spp após 10 dias 
de observação em meio basal específico. 
 

 Passagem 
Linhagem Com Sem 

288 2.52 a A 1.45 b B 
291 2.92 a A 2.32 a B 
434 2.64 a A 0.77 c B 
442 2.97 a A 1.17 bc B 

CV = 15,73%   
Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na 
horizontal, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).  
 

 

 



FERREIRA, U. L.               Caracterização fisiológica e enzimática de Metarrhizium.... 

84 

Tabela 20. Atividade proteolítica de linhagens de Metarhizium spp após 15 dias 
de observação em meio basal específico. 
 

 Passagem 
Linhagem Com Sem 

288 2.52 a A 1.45 b B 
291 2.92 a A 2.32 a B 
434 2.64 a A 0.77 c B 
442 2.97 a A 1.17 bc B 

CV = 15,73%   
Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na 
horizontal, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).  
 

 

Tabela 21. Atividade amilolítica de linhagens de Metarhizium spp após cinco 
dias de observação em meio basal específico. 
 

 Passagem 
Linhagem Com Sem 

288 0.38 a B 0.46 b A 
291 0.28  a A 0.26 c A 
434 0.36  a B 0.45 b A 
442 0.28 a B 0.58 a A 

CV = 20,66%   
Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na 
horizontal, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).  
 

 

Tabela 22. Atividade amilolítica de linhagens de Metarhizium spp após 10 dias 
de observação em meio basal específico. 
 

 Passagem 
Linhagem Com Sem 

288 1.22 a   A 0.88 a B 
291 0.21 c   A 0.20 b A 
434 0.49 bc A 0.41 b A 
442 0.76 b   B 1.11 a A 

CV = 38.12%   
Médias seguidas da mesma letra, minúscula na vertical e maiúscula na 
horizontal, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).  
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