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RESUMO 

 

Os insetos possuem diversas estratégias alimentares e uma delas é a utilização de substratos 

lignocelulósicos como fonte de energia, o que torna esses organismos uma fonte ideal para 

prospecção de novas enzimas celulolíticas. A matéria orgânica utilizada como recurso 

alimentar, geralmente, está colonizada por microrganismos. Estes convertem o substrato 

vegetal a um estado nutricional palatável, por meio da produção de enzimas que degradam este 

polímero. A busca por novas fontes de produção de enzimas celulolíticas trouxe evidências 

crescentes de que as celulases, também, estão presentes no reino animal, particularmente em 

insetos. Assim, este estudo teve como objetivos identificar a diversidade de fungos filamentosos 

cultiváveis associados ao trato digestório de larvas de três insetos aquáticos fragmentadores, 

avaliar qualitativamente e quantitativamente a produção de enzimas celulolíticas de fungos 

filamentosos cultiváveis associados ao trato digestório de larvas de insetos aquáticos 

fragmentadores e descrever o perfil de expressão gênica de celulases do trato digestório de 

larvas de Phylloicus amazonas (Insecta: Trichoptera). Larvas de três gêneros de insetos 

aquáticos: Phylloicus (Trichoptera), Triplectides (Trichoptera) e Stenochironomus (Diptera) 

foram estudadas. Foram identificados um total de 28 morfoespécies associadas ao intestino das 

larvas desses insetos, compreendendo Aspergillus, Cladosporium, Paecilomyces, Penicillium, 

Pestalotiopsis e Trichoderma. Quanto a avaliação qualitativa da produção de enzimas 

celulolíticas, 176 isolados produziram halo de hidrólise. Os resultados da análise enzimática, 

realizada através da quantificação dos açúcares redutores, demonstraram que o fungo 

Penicillium sp. A2PA4 possui uma boa capacidade na degradação da celulose. Por meio da 

análise do transcriptoma do intestino das larvas de Phylloicus amazonas Pather, 2003 foi 

possível encontrar a assinatura de genes de Endoglucanase e β-glucosidase. Os resultados 

obtidos indicam que o intestino de larvas de insetos aquáticos é um substrato com potencial 

tanto para bioprospecção de fungos produtores de enzimas celulolíticas, quanto genes de 

celulase endógena.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Celulose; fungos; insetos aquáticos; Reserva Florestal Ducke, 

Amazônia. 

 



ABSTRACT 

 

Insects have different feeding strategies and one of them is the use of lignocellulosic substrates 

as an energy source, which makes these organisms an ideal source for prospecting for new 

cellulolytic enzymes. The organic matter used as a food resource is usually colonized by 

microorganisms. These convert the plant substrate to a palatable nutritional state, through the 

production of enzymes that degrade this polymer. The search for new sources of cellulolytic 

enzyme production has brought increasing evidence that cellulases are present in the animal 

kingdom, particularly in insects. Thus, this study aimed to identify the diversity of cultivable 

filamentous fungi associated with the digestive tract of larvae of three shredder aquatic insects, 

to qualitatively and quantitatively evaluate the production of cellulolytic enzymes from 

cultivable filamentous fungi associated with the digestive tract of fragmenting aquatic insect 

larvae, describe the profile of gene expression of cellulases of the digestive tract of larvae of 

Phylloicus amazonas (Insecta: Trichoptera). Larvae from three aquatic insect genera: 

Phylloicus (Trichoptera), Triplectides (Trichoptera) and Stenochironomus (Diptera) were 

studied. A total of 28 morphospecies associated with the intestine of these insect larvae were 

identified, comprising Aspergillus, Cladosporium, Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis 

and Trichoderma. Regarding the qualitative evaluation of cellulolytic enzyme production, 176 

isolates produced a hydrolysis halo. The results of the enzymatic analysis, carried out through 

the quantification of reducing sugars, showed that the fungus Penicillium sp. A2PA4 has a good 

capacity for cellulose degradation. Through gut transcriptome analysis of Phylloicus amazonas 

Pather, 2003 larvae it was possible to find the signature of Endoglucanase and β-glucosidase 

genes. The results obtained indicate that the gut of aquatic insect larvae is a substrate with 

potential for both bioprospecting fungi producing cellulolytic enzymes and endogenous 

cellulase genes. 

 

KEYWORDS: Cellulose; fungi; aquatic insects; Ducke Forest reserve, Amazon. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os insetos aquáticos representam cerca de 90% da fauna de invertebrados que vivem 

em ambientes aquáticos e participam de diversos processos ecológicos (HAMADA; 

NESSIMIAN; QUIRINO, 2019). Alguns destes insetos se alimentam de tecido de plantas 

aquáticas vivas, madeira e folhas em decomposição que se acumulam ao longo do curso d’água, 

sendo estes categorizados como fragmentadores (CUMMINS et al., 1989; MERRITT; 

CUMMINS, 1996). Estes insetos exercem um relevante papel convertendo a matéria orgânica 

grossa em partículas menores, tornando-a disponível para outros grupos tróficos, tais como os 

invertebrados coletores (CUMMINS et al., 1989). Estes organismos se adaptam a quase todos 

os tipos de habitats e de alimentação, sendo o intestino considerado a principal interface entre 

o inseto e o ambiente, facilitando estudos sobre a função e a comunidade de microrganismos 

associados ao intestino dos insetos (TERRA; FERREIRA, 1994).  

Nesse contexto, alguns insetos evoluíram estratégias muito eficazes para utilizar como 

fonte de energia o substrato mais abundante na Terra, a celulose (ATALLA, 1999), portanto, 

esses organismos são ideais para prospecção de novas enzimas celulolíticas. Além disso, por 

serem exímios transformadores de matéria vegetal em alimento, investigar esse sistema poderá 

proporcionar um olhar mais detalhado sobre as vias de bioprocessos utilizadas. Alguns insetos 

aquáticos fragmentadores usam a matéria orgânica alóctone (madeira e folhas em 

decomposição da vegetação ripária) como recurso alimentar somente depois desta ter sido 

condicionada, ou seja, colonizada por microrganismos, os quais, por meio do metabolismo 

secundário, convertem esse tecido a um estado nutricional palatável e de fácil degradação 

(CUMMINS et al., 1989; GRAÇA et al., 2001, AßMANN et al., 2011, CASOTTI et al., 2015, 

BIASI et al., 2017).  

Além da busca por enzimas produzidas por microrganismos, diversos estudos têm 

mostrado que insetos podem produzir enzimas que degradam a celulose. A transformação da 

celulose em glicose como fonte de energia é altamente eficiente quando realizada por insetos, 

pois sua principal fonte de alimentação é a matéria vegetal (SUN; ZHOU, 2009). O primeiro 

registro de celulase endógena em insetos foi feito em cupim (Reticulitermes speratus Kobe, 

Rhinotermitidae, Isoptera), o qual mostrou a habilidade dessa espécie em se alimentar de 

material celulósico, inclusive quando a microbiota do intestino foi retirada (YOKOE, 1964; 

MARTIN; MARTIN, 1978; SLAYTOR, 1992; BIGNELL et al., 1994; WATANABE et al., 

1998). A celulase endógena, também, pode ser observada em baratas (Blattodea) (LO et al. 
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2000; NAKASHIMA et al. 2002; SCHARF et al. 2003; TOKUDA et al. 2004), gafanhotos 

(Orthoptera) (KIM et al., 2008), besouros (Coleoptera) (WEI et al., 2005, 2006a, 2006b, 

GENTA et al., 2006; KIM et al., 2008; WATANABE; TOKUDA, 2010), traça de livros 

(Zygentoma) (TREVES; MARTIN, 1994; POTHULA et al. 2019) e percevejos (Hemiptera) 

(ADAMS; DREW, 1965).  

Estudos sobre a associação entre fungos e insetos aquáticos ainda são restritos na 

Amazônia (e.g., RIOS-VELASQUEZ et al., 2002, ALENCAR et al., 2003; FONSECA et al. 

2008; PEREIRA et al. 2009; SANTOS et al. 2018a) sobretudo aqueles relacionados à produção 

de enzimas celulolícas pelos fungos e/ou por insetos. Pesquisas dessa natureza podem contribuir 

com o conhecimento sobre a biodiversidade fúngica, fornecendo subsídios para compreensão 

de mecanismos de interações mutualísticas. Assim como, direcionar estudos sobre a coevolução 

destes sistemas simbiontes, identificação de espécies novas, descrição das comunidades de 

microrganismos, bem como a bioprospecção de novas enzimas celulolíticas de interesse 

industrial. Dessa forma, uma pesquisa abrangente é essencial para melhor entender os processos 

que ocorrem no sistema fungo-inseto, além do potencial biotecnológico que existe nesse 

ambiente.  

O presente trabalho traz resultados sobre a diversidade de fungos filamentosos 

associados ao intestino de larvas de insetos aquáticos fragmentadores, o potencial de produção 

de enzimas celulolíticas pelos fungos isolados destes insetos e a presença de genes de celulases 

nos insetos estudados. Assim, o Capítulo 1 traz os resultados sobre a diversidade de fungos 

filamentosos cultiváveis associados do trato digestório dos três insetos aquáticos 

fragmentadores estudados. O Capítulo 2 são os resultados da avaliação da produção qualitativa 

de fungos celulolíticos isolados dos fungos filamentosos cultiváveis associados do trato 

digestório de insetos aquáticos fragmentadores. O capítulo 3 traz os ensaios enzimáticos 

realizados com o Penicillium sp. A2PA2 isolado de larvas de Phylloicus (Trichoptera: 

Calamoceratidae). E por fim, no Capítulo 4 foi descrito o perfil de expressão gênica de celulases 

do trato digestório de Phylloicus amazonas (Insecta: Trichoptera). 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Insetos aquáticos  

Grupo trófico funcional (GTF) é uma forma de categorizar os insetos de acordo com 

suas características comportamentais e morfológicas para obtenção do alimento (CUMMINS; 

MERRITT; ANDRADE, 2005).  Os insetos aquáticos podem ser agrupados em cinco 

categorias: (1) coletores-catadores - aqueles que se alimentam de pequenas partículas de matéria 

orgânica no sedimento depositado no leito dos corpos d’água; (2) coletores-filtradores - quando 

filtram pequenas partículas de matéria orgânica em suspensão na coluna d’água; (3) 

fragmentadores - quando mastigam folhas ou tecido de plantas; (4) predadores - aqueles que 

engolem a presa inteira ou ingerem os fluidos do tecido corporal; (5) raspadores - quando 

raspam superfícies duras, alimentam-se de algas, microrganismos e matéria orgânica morta 

(CUMMINS; MERRITT, 1996). 

Os insetos aquáticos pertencentes à categoria fragmentador participam da ciclagem de 

nutrientes e, ao reduzir o tamanho das partículas orgânicas, facilitam a ação de microrganismos 

na degradação da matéria vegetal (CUMMINS; MERRIT; ANDRADE, 2005, MERRITT et al., 

2019). Os fragmentadores podem ser herbívoros alimentando-se de tecido de plantas aquáticas 

vivas ou podem ser detritívoros alimentando-se de madeira e folhas em decomposição e outras 

partículas orgânicas presentes no folhiço condicionado que se acumula ao longo do curso 

d’água (CUMMINS et al., 1989; MERRITT; CUMMINS, 1996). As larvas que consomem 

detrito têm grande importância ecológica como decompositores de material vegetal alóctone no 

sistema aquático.  

Os fragmentadores, em geral, não consomem a matéria vegetal até que esta esteja 

condicionada, o condicionamento é a mudança da matriz do detrito foliar por adição da 

biomassa de microrganismos, ocasionando um enriquecimento nutricional e melhoramento da 

palatabilidade, já que desta forma a quantidade de nitrogênio é maior em comparação com as 

folhas que não foram condicionadas (MERRITT et al., 2019). A matéria orgânica vegetal, 

também, é utilizada para construir abrigos (e.g., Trichoptera: Calamoceratidae, Leptoceridae) 

ou como substrato (e.g., Diptera: Chironomidae). Alguns gêneros de Trichoptera, por exemplo 

Phylloicus (Calamoceratidae), demonstram preferências por folhas com menos qualidade, ou 

seja, menor concentração de fenóis (MORETTI et al., 2009). Muitos estudos sobre a 

alimentação destes gêneros são realizados com o intuito de investigar se há uma preferência por 

folhas que estão condicionadas por microrganismos. Konig et al. (2014), Navarro (2014) e Reis 

et al. (2018) demonstraram que existe essa preferência em consumir folhas condicionadas por 
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microrganismos; Moretti (2009) demonstrou que a baixa qualidade dos recursos alimentares 

reflete em uma menor abundância dos fragmentadores e uma decomposição mais lenta da 

matéria vegetal. Biasi (2017) encontrou uma alta abundância de hifomicetos em folhas C4, o 

que estimulou um maior consumo destas folhas por larvas de Phylloicus. Nos tratamentos 

realizados por Casotti et al. (2015), foi demonstrado que larvas de Triplectides (Leptoceridae) 

preferem folhas enriquecidas com microrganismos, pois estas conferem um recurso alimentar 

mais macio para os fragmentadores.  

Quanto a larvas de Stenochironomus (Chironomidae), Sanseverino; Nessimian (2008) 

observaram a presença de matéria orgânica particulada e fungos no intestino das mesmas. 

Koroiva (2013) isolou 31 colônias de bactérias produtoras de enzimas celulolíticas do intestino 

de larvas de Stenochironomus minadoras de troncos e galhos submersos em decomposição. 

Mostrando que diversos microrganismos participam da degradação da matéria vegetal ingerida 

por larvas deste gênero.  

 

2.1.1 Phylloicus Miller, 1880 (Trichoptera: Calamoceratidae) 

Phylloicus é um gênero endêmico da região Neotropical e, no Brasil, existem 22 

espécies registradas (SANTOS et al., 2014), sendo que cinco destas ocorrem na Amazônia 

(PATHER, 2003). As larvas desse gênero constroem abrigos com fragmentos de folhas (Figura 

1) que são mantidos unidos com seda produzida por glândulas labiais. Possuem cabeça escura, 

antena visível, peças bucais simples, o primeiro par de pernas é curto e forte, o segundo e o 

terceiro pares são similares, estreitos e longos, possui um par de verrugas no abdome e a falsa 

perna anal é curta com garra simples (Figura 2) (PES et al., 2019).  

O estágio larval, em média, tem duração de 100 dias, o estágio seguinte, de pupa, tem 

duração média de 22 dias, após esse período o adulto emerge e ocorre a reprodução. Os ovos 

são depositados em tronco submerso, a postura, geralmente, é agrupada fixa e branca e os ovos 

são alongados e brancos (Figura 3) (REYES-TORRES; RAMÍREZ, 2018, BENTES et al., 

2019). 
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Figura 1. Larvas de Phylloicus sp. (Trichoptera: Calamoceratidae) com detalhe para o abrigo feito com 

folhas (Fotos: A – LACIA; B- C. L. Goforth).    

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Larva de Phylloicus sp. com identificação das principais estruturas (Fonte: PES, 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Representação do ciclo de vida de Phylloicus sp. (Trichoptera: Calamoceratidae): A – ovos; B 

– larva; C – pupa; D – adulto. (Fonte: Laboratório de Citotaxonomia e Inseto Aquáticos -LACIA). 
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2.1.2 Triplectides Kolenati, 1859 (Trichoptera: Leptoceridae) 

Triplectides é o gênero mais rico em espécies dentro da subfamília Triplectidinae com 

cerca de 70 espécies (HOLZENTHAL, 1988; MALM; JOHANSON, 2008) distribuídas pela 

América Central, América do Sul, sudeste da Asia e Oceania, neste último ocorrendo uma alta 

diversidade de espécies (MALM; JOHANSON, 2008). Quanto a biologia, a larva cava 

pequenos gravetos, utilizando-os como abrigo, mas, as larvas podem, também, utilizar abrigos 

vazios de outros Trichoptera (Figura 4) (CAMARGOS; PES, 2011; PES et al., 2014). 

As larvas possuem antenas visíveis, tórax quase que completamente esclerotizados, 

primeiro par de pernas curto e terceiro par de pernas longos projetando-se para fora do abrigo, 

possui um verruga dorsal e um par lateral no abdome e falsa perna anal curta com uma garra 

simples (Figura 5) (PES et al., 2014). O ciclo de vida é composto por ovo, larva, pupa e adulto 

(Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Larvas de Triplectides sp. (Trichoptera: Leptoceridae) com detalhe para o abrigo feito com 

graveto (Fotos: A – F. F. Salles; B- J. Brito).    

 

 

  

 

 

 

 

Figura 5. Larva de Triplectides sp. (Trichoptera: Leptoceridae) com identificação das principais 

estruturas (Fonte: PES, 2001).  
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Figura 6. Representação do ciclo de vida de Triplectides sp. (Trichoptera: Leptoceridae): A – ovos; B – 

larva no abrigo; C – pupa; D – adulto (Fonte: Laboratório de Citotaxonomia e Inseto Aquáticos -

LACIA). 

 

2.1.3 Stenochironomus Kieffer, 1910 (Diptera: Chironomidae) 

Gênero cosmopolita que ocorre em todas as regiões do mundo, exceto na Antártida, 

abriga cerca de 100 espécies e, destas, 21 espécies ocorrem no Brasil (DANTAS, 2016). 

Algumas larvas deste gênero minam folhas e pecíolos de plantas aquáticas ou substratos duros, 

como madeira submersa, podendo consumir detritos rígidos com alta concentração de lignina 

(TRIVINHO-STRIXINO, 2014) (Figura 7). Estas larvas possuem a cabeça achatada com 

mandíbulas muito duras, o abdome é mais estreito que o tórax, sendo o tórax mais forte, o que 

vai auxiliar na perfuração do substrato (Figura 8) (TRIVINHO-STRIXINO, 2014).  

Larvas desse gênero são encontradas tanto em ambientes lóticos quanto lênticos, 

geralmente, minam plantas da divisão Magnoliophyta (Angiosperma) (BORKENT, 1984). A 

alta concentração de hemoglobina nessas larvas, representada pela coloração vermelha do seu 

corpo, possibilita que elas ocupem locais com baixa concentração de oxigênio (BERG, 1995). 

O ciclo de vida é considerado curto, experimentos realizados em laboratório revelam que estas 

larvas tem um curto período de vida e que o tempo máximo para a emergência do adulto é de 

20 dias (DANTAS, 2010). Após a emergência e reprodução, os ovos são depositados em folha 

de macrófita aquática, folhiço ou raízes, a massa de ovos é gelatinosa fixa ou livre e os ovos 

são elipsoides (Figura 9) (BENTES et al., 2019). 

 

D 
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Figura 7. Larvas de Stenochironomus sp. (Diptera: Chironomidae) minadora de folhas. A – Larva fora 

do abrigo; B – Larva minando entre as superfícies abaxial e adaxial de uma folha (Fotos: Keyty 

Oliveira).   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Larva de Stenochironomus sp. (Diptera: Chironomidae) com identificação das principais 

estruturas (Foto: Gizelle Amora).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Representação do ciclo de vida de Stenochironomus sp. (Diptera: Chironomidae) (Fonte: 

WALKER, 1987).   
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2.2 Sistema digestório dos insetos  

 Durante a digestão dos alimentos, os insetos produzem enzimas em seus tratos 

digestórios, as quais irão hidrolisar o alimento que está em forma de macromoléculas para 

transformá-lo em moléculas menores que serão capazes de serem absorvidas pelo organismo.  

O sistema digestório dos insetos está divido em três partes: anterior, médio e posterior (Figura 

10). O intestino anterior é formado pela boca, faringe, esôfago e papo, onde o alimento é 

mastigado até chegar ao intestino médio. No intestino médio ocorre a digestão e absorção dos 

nutrientes devido à ausência de um revestimento cuticular e, é onde as enzimas são produzidas 

(TERRA; FERREIRA, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Representação ilustrativa dos compartimentos do intestino de um inseto (Fonte: TERRA; 

FERREIRA, 2012). 

 

O espaço interno do intestino médio possui uma estrutura em forma de filme chamada 

membrana peritrófica, a qual separa o alimento do epitélio. Esta membrana é dividida em dois 

compartimentos, espaço endoperitrófico e espaço ectoperitrófico. Assim, o alimento que é 

degradado pelas enzimas é fracionado no interior da membrana peritrófica, passando para o 

espaço endoperitrófico, onde os nutrientes seguem para serem absorvidos pelas células. Na 

divisão entre o intestino médio e o posterior estão localizados os túbulos de Malpighi, os quais 

são responsáveis pela excreção. O intestino posterior é responsável pela absorção de água e 

íons, geralmente, essa porção do intestino abriga diversos microrganismos que auxiliam na 

digestão da celulose por meio da produção de enzimas celulolíticas (TERRA; FERREIRA, 

2012).  
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A composição química dos alimentos ingeridos pelos insetos faz com que haja a 

necessidade da atuação de diferentes enzimas digestivas. Assim, estudos sobre essas enzimas 

são uma importante base para a compreensão da fisiologia desses organismos (ASADI, 2010). 

 

2.3 Produção de celulases por fungos e insetos 

Muitos microrganismos são transientes ao longo do sistema digestivo de insetos 

podendo ser ingeridos com o alimento ou podendo residir no trato digestivo. Estes 

microrganismos exercem papéis importantes, ajudando a definir as características metabólicas 

nos insetos, servindo de alimento e, por meio dos insetos, ter uma disseminação facilitada 

(BRENNAN et al., 2004; VISÔTTO, 2007).  Muitas das deficiências nutricionais sofridas pelos 

insetos, os quais se alimentam de uma ampla variedade de dietas, podem ser supridas pela 

presença de microrganismos (TAMAS et al., 2002).   

Geralmente, os microrganismos estão envolvidos no processo alimentar dos insetos, já 

que estes se alimentam de dietas com moléculas complexas, como a celulose (WATANABE; 

TOKUDA, 2010) ou com deficiência nutricional, como o floema. Assim, os microrganismo 

auxiliam na digestão dessas moléculas, pois sua capacidade em degradar a celulose é alta e 

amplamente distribuída entre vários gêneros de fungos (MATTANOVICH et al., 2009).  

A diversidade de fungos é determinada pelo substrato que o inseto se alimenta, mas 

também é possível que alguns desses microrganismos se adaptem a vida no intestino e 

desenvolvam uma relação mutualística (MORALES-JIMÉNEZ et al., 2009; GEIB et al., 2009; 

EGERT et al., 2003; ROJAS-JIMÉNEZ; HERNÁNDEZ, 2015). Os fungos endosimbionticos 

podem formar uma comunidade complexa que além das funções básicas de digestão, também, 

exercem papéis não convencionais como síntese de vitaminas, resistência a patógenos, etc., 

estas funções tem implicações importantes para o inseto (SUH et al. 2005; ENGEL; MORAN, 

2013; MORALES-JIMÉNEZ et al., 2012). Em contrapartida, o inseto promove um ambiente 

estável com frequente ingestão de nutrientes que são essenciais para o crescimento do fungo 

(EGERT et al., 2003; CEJA-NAVARRO et al., 2015). 

Muitos estudos têm sido realizados com fungos, em particular, por estes serem eficazes 

na produção de enzimas e metabólitos, incluindo antibióticos, ácidos orgânicos, pigmentos e 

outros aditivos alimentícios (PUNT et al., 2002). Há uma grande variedade de microrganismos 

produtores de celulases na natureza (Tabela 1), mas apenas alguns produzem estas enzimas na 
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forma livre. No entanto, somente 2% da biodiversidade fúngica no mundo foi testada quanto a 

produção de enzimas (HASAN et al., 2006).  

A busca por novas fontes de produção de enzimas celulolíticas trouxe evidências 

crescentes de que as celulases também estão presentes no reino animal, particularmente em 

insetos (YOKOE; YASUMASU, 1964; LO et al., 2003; WATANABE; TOKUDA, 2010). Os 

principais representantes pertencem a 10 ordens distintas Zygentoma, Plecoptera, Blattodea, 

Orthoptera, Isoptera, Coleoptera, Trichoptera, Hymenoptera, Phasmida e Diptera (SUN; 

SCHARF, 2010). As celulases de insetos degradam a biomassa lignocelulósica com facilidade 

e eficiência e servem como exemplo de biorreatores naturais (SU et al., 2013). Estes insetos 

usam o substrato lignocelulósico como fonte de alimentação e são bastante eficientes na 

degradação da celulose para transformá-la em glicose (SUN; ZHOU, 2009). 

 

Tabela 1. Espécies de fungos mais representativas quanto a produção de celulases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: FAO (1997). 

 

Nos últimos anos, o número de novas celulases, bem como genes codificadores destas 

enzimas tem aumentado continuamente (SU et al., 2013), sendo os insetos candidatos potenciais 

para busca de nova enzimas celulolíticas. A exemplo disto, o sequenciamento do genoma dos 

insetos tem fornecido evidências sobre genes putativos da celulase em algumas ordens de 

insetos como Phthiraptera (piolho), Hemiptera (afídeos) e Hymenoptera (abelhas e vespas) 

(KUNIEDA et al., 2006). Os genes de celulases ou homólogos, até o momento, foram 

encontrados em 31 espécies de insetos, distribuídas em seis ordens (Tabela 2). Métodos 

Espécies de fungos 

Acremonium cellulolyticus 

Aspergillus acculeatus 

Aspergillus fumigatus 

Aspergillus niger 

Fusarium solani 

Irpex lacteus 

Penicillium funmiculosum 

Phanerochaete crysosporium 

Schizophyllum commune 

Sclerotium rolfsii 

Sporotrichum cellulophilum 

Talaromyces emersonii 

Thielavia terrestres 

Trichoderma koningii 

Trichoderma reesei 

Trichoderma viridae 
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analíticos de meta e transcriptoma têm sido utilizados para estudar o sistema intestino de insetos 

e simbiontes e, um grande número de proteínas tem sido identificado, por exemplo, β-

glucosidases já foram expressadas e caracterizadas por meio de bibliotecas de transcriptoma 

(WATANABE; NI, 2013). As β-glucosidases são encontradas, principalmente, no intestino de 

insetos, pois atuam como enzimas digestivas (TERRA; FERREIRA, 1994; TERRA; 

FERREIRA, 2005). Essas enzimas têm um grande papel na digestão dos insetos, pois 

hidrolisam oligossacarídeos da parede vegetal, podendo o produto final (glicose) ser absorvido 

facilmente pela hemolinfa (TERRA; FERREIRA, 2005). 

 

Tabela 2. Lista de espécies de insetos que possuem genes putativos de celulases.  

Ordem/espécie Família Tipo de celulase 

Orthoptera (grilos)     

Teleogryllus emma Gryllidae Endo-β-1,4-glucanase 

Blattaria (baratas)     

Polyphaga aegyptiaca Polyphagidae 

Endo-β-1,4-glucanase 

Blattella germanica Blattellidae 

Panesthia angustipennis  Blaberidae 

Panesthia cribrata Blaberidae 

Salganea esakii Blaberidae 

Periplaneta americana Blattidae 

Cryptocercus clevelandi Cryptocercidae 

Isoptera (cupins)     

Hodotermopsis sjoestedti Termopsidae 

Endo-β-1,4-glucanase 

Neotermes koshunensis Kalotermitidae 

Reticulitermes speratus Rhinotermitidae 

Reticulitermes flavipes Rhinotermitidae 

Coptotermes formosanus Rhinotermitidae 

Coptotermes acinaciformis Rhinotermitidae 

Odontotermes formosanus Termitidae 

Nasutitermes takasagoensis Termitidae 

Nasutitermes walkeri Termitidae 

Phitiraptera (piolhos)     

Pediculus humanus humanus Pediculidae Endo-β-1,4-glucanase 

Hemiptera (percevejos)     

Acyrthosiphon pisum Aphididae 
Endo-β-1,4-glucanase 

Lygus lineolaris Miridae 

Coleoptera (besouros)     

Tribolium castaneum Tenebrionidae Endo-β-1,4-glucanase 

Apriona germari Cerambycidae Endo-β-1,4-glucanase 

Psacothea hilaris Cerambycidae Endo-β-1,4-glucanase 



13 

 

 

Oncideres albomarginata  Cerambycidae Endo-β-1,4-glucanase 

Ordem/espécie Família Tipo de celulase 

Anoplophora malasiaca Cerambycidae Endo-β-1,4-glucanase 

Phaedon cochleariae Chrysomelidae Endo-β-1,4-xylanase 

Hypothenemus hampei Curculionidae Endo-β-1,4-xylanase 

Hymenoptera (abelhas, vespas)     

Apis mellifera Apidae 
Endo-β-1,4-glucanase 

Nasonia vitripennis Pteromalidae 

Fonte: Fischer et al. (2013). 

 

2.4 Celulases 

 A degradação da celulose é realizada pelo efeito sinérgico de um complexo 

multienzimático formado por três componentes básicos: 

(1) Endoglucanase (EC 3.2.1.4) que atua catalisando a hidrólise aleatória de ligações 

glicosídicas presentes em porções internas das regiões amorfas da fibra de celulose gerando 

duas novas extremidades, uma redutora e uma não redutora. Também é conhecida como 

celulases, endo-1,4-β-glicanases e carboximetil celulases (CMCase), tem como substratos 

naturais celulose, xiloglicana, carboximetil celulose (CMC), avicel (celulose microcristalina), 

β-glicana e xilana; 

(2) Exoglucanase (EC 3.2.1.91) que atua nas extremidades redutoras e não redutoras das 

fibras de celulose gerando glicose ou celobiose como produto final. Conhecida, também, como 

celo-biohidrolase (CBH), β-1,4-celobio-hidrolase ou avicelases; 

(3) β-glucosidase (EC 3.2.1.21) liberam monômeros de D-glicose por meio de catálise 

da hidrólise de celobiose e das extremidades não redutoras de celulose. Podem ser conhecidas 

como gentobiases, celobiases e amigdalases, possuem ampla especificidade por β-D-

glicosídeos (Figura 11) (DAVIES; HENRISSAT, 1995).  

As celulases, exo e endoglucanases, agem na superfície da fibra celulósica alterando a 

função, morfologia e a conformação da estrutura cristalina e amorfa do arranjo celular (PARK 

et al., 2009). A utilização da celulose depende de um conjunto de ações sinérgicas dos três tipos 

de enzimas, onde a inibição ou ausência de uma das três torna a degradação da celulose parcial. 
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Figura 11. Modelo simplificado de ação das celulases sobre a cadeia da celulose. 

 

2.5 Produtos de interesse biotecnológico 

 Enzimas são moléculas que aceleram diversos processos químicos e ainda tem a 

vantagem de serem ecologicamente viáveis, quando comparadas com catalizadores químicos. 

São consideradas catalizadores biológicos, em grande maioria de origem proteica, que aceleram 

reações em seres vivos. Esses biocatalisadores podem ser extraídos de tecidos animais, vegetais 

e de microrganismos (MONTEIRO; SILVA, 2009).  O conhecimento sobre as enzimas teve um 

rápido aumento a partir do século XX, quando iniciou-se a determinação de suas estruturas e 

mecanismos de ação. Isso possibilitou uma maior compreensão e o emprego destas proteínas 

em diversos processos industriais nas áreas médica, alimentícia, têxtil, química, de papel e 

celulose, entre outras. A vantagem da utilização de enzimas na indústria se deve ao fato delas 

serem naturais, não tóxicas, específicas para determinadas ações e, poderem alterar as 

características de diversos tipos de resíduos contribuindo com a redução de poluição ambiental 

(MUSSATO, 2007). O mercado global de enzimas para a indústria de celulose e papel está em 

constante crescimento, juntamente com o crescente setor de combustível de segunda geração, a 

demanda por proteção ambiental e a redução de custos são essenciais. O mercado mundial de 

enzimas para celulose e papel deve crescer, aproximadamente, 4,4% nos próximos cinco anos 

e atingirá US$ 95 milhões em 2024, de US$ 73 milhões em 2019 

(https://www.theexpresswire.com, 5 set 2019).   

De todas as enzimas utilizadas comercialmente, aproximadamente metade são de 

origem fúngica. Inúmeros fatores favorecem enzimas de origem microbiana sobre as derivadas 

de plantas ou animais, incluindo a grande variedade de atividades catalíticas, maior rendimento, 
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facilidade de manipulação genética, produção rápida em meios de baixo custo e produção 

independente de fatores sazonais (MCKELVEY; MURPHY, 2017). Além de ser 

biodegradáveis e ativos em condições amenas em relação à temperatura e pH. Na Tabela 3, 

seguem algumas das aplicações industriais utilizando enzimas de origem fúngica. 

Outras fontes estão sendo estudadas atualmente, por exemplo os insetos, na busca por 

enzimas de interesses biotecnológicos. Exemplos proeminentes de enzimas derivadas de insetos 

incluem peptidases, amilases, lipases e β-d-glucosidases. Peptidases altamente potentes para a 

degradação do glúten, uma proteína de armazenamento que pode causar distúrbios intestinais, 

pode ser encontradas em pragas de grãos. Vários insetos, como besouros e cupins de casca de 

árvore, são capazes de se alimentar de madeira, no campo da biotecnologia industrial, seus 

sistemas de enzimas celulolíticas principalmente de endo-1,4-β-d-glucanases e β-d-

glucosidases podem ser empregados para sacarificação da celulose (MIKA et al., 2013), 

isolamento de proteínas das cerdas de Lonomia obliqua Walker (Lepidoptera) (REIS et al., 

2001; REIS et al., 2006), isolamento de β-1,4-endoglucanase do intestino médio de Eurycantha 

calcarata (Lucas) (Phasmatodea) para digestão da superfície da região amorfa da celulose 

(SHELOMI et al., 2014).  Assim, a busca por enzimas com alto potencial catalítico é de grande 

importância para o melhoramento da degradação da biomassa e produção de produtos que 

utilizam enzimas ao longo do seu processo.  

 

Tabela 3. Recursos e aplicações de enzimas industriais de origem fúngicas.  

Enzimas Organismos Principais áreas de aplicação 

α- Amilase Aspergillus niger, A. oryzae 
Processamento de amido e indústria 

de alimentos 

Celulases Trichoderma viride, T. reesei Indústria têxtil, celulose e papel 

Celobiohidrolase T. viride, T. reesei Indústria têxtil, celulose e papel 

Glucoamilase A. phoenicis, Rhizopus delemar Processamento de amido 

Glucose oxidase A. niger, A. oryzae Têxtil e biosensor 

Lacase Trametes versicolor Indústria têxtil, celulose e papel 

Lipases A. niger, A. oryzae Indústria de alimentos e detergente 

Pectina liase T. reesei Indústria de alimentos 

Proteases A. niger, A. oryzae, R. delemar Indústria de alimentos e detergente 

Xilanases T. reesei, T. konignii, A. niger 
Indústria têxtil, celulose e papel, 

panificação 
Fonte: McKelvey; Murphy (2017). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Caracterizar a dinâmica da degradação de celulose realizada por fungos simbiontes e 

por expressão gênica endógena em insetos aquáticos fragmentadores. 

 

3.2 Objetivos específicos 

a) Identificar a diversidade de fungos filamentosos cultiváveis associados ao trato digestório 

de larvas de três insetos aquáticos fragmentadores. 

 

b) Avaliar qualitativamente e quantitativamente a produção de enzimas celulolíticas de 

fungos filamentosos cultiváveis associados ao trato digestório de larvas de insetos 

aquáticos fragmentadores. 

  

c) Descrever o perfil de expressão gênica de celulases do trato digestório de larvas de 

Phylloicus amazonas Pather (Insecta: Trichoptera). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Metodologia para realização do primeiro objetivo: Identificar a diversidade de fungos 

filamentosos cultiváveis associados ao trato digestório de larvas de três insetos aquáticos 

fragmentadores 

4.1.1 Amostragem das larvas 

Foram coletadas larvas de Phylloicus (Trichoptera: Calamoceratidae), Triplectides 

(Trichoptera; Leptoceridae) e Stenochironomus (Diptera: Chironomidae) em 10 igarapés de 

primeira e segunda ordem distribuídos em duas bacias hidrográficas da Reserva Florestal Ducke 

(RFD), localizada na Rodovia Estadual AM-010, km-26, Manaus, AM (Figura 12) no período 

de 2 a 10 de agosto de 2016. Em cada igarapé foi selecionado um trecho de 50 m, onde o 

substrato disponível (folhiço) foi coletado, com o auxílio de uma rede entomológica aquática, 

em cinco pontos distintos. Em cada ponto, três subamostras foram coletadas e inspecionadas 

em busca das larvas. Dessa forma, obteve-se um total de 72 larvas dos insetos aquáticos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Mapas do Brasil e Amazonas, indicando a localização da Reserva Florestal Ducke (RFD), 

em Manaus, onde os insetos aquáticos fragmentadores foram coletados. Círculos pretos representam os 

igarapés amostrados na RFD (Apêndice A). 
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Cada indivíduo coletado foi retirado do abrigo (folha ou graveto), submerso em álcool 

70% por 30 segundos e, em seguida, acondicionado em microtubo com água destilada 

esterilizada. Este procedimento ocorreu logo após a coleta para evitar a decomposição ou 

excreção do alimento em seus tratos digestórios. As amostras foram transportadas para o 

laboratório em caixa térmica para posterior dissecção dos intestinos. Os tratos digestórios 

dissecados foram transferidos para microtubos contendo 1 mL de água destilada estéril e 

homogeneizados. 

 

4.1.2 Isolamento dos fungos filamentosos  

 Uma alíquota 100 µL de cada amostra homogeneizada foi espalhada por meio da técnica 

de spread-plate em placas de Petri, em triplicata, contendo meio BDA (Ágar Batata Dextrose) 

e 0,1 mg/L de antibiótico cloranfenicol (Figura 13), incubadas em estufa a 27 ºC por 7 dias. O 

BDA é um meio de cultivo muito utilizado por ter sua metodologia já estabelecida, além de 

comprovada eficiência no cultivo de fungos (RIKER; RIKER, 1936).  

 Transcorrido o tempo de incubação das placas, realizou-se a contagem dos fungos 

crescidos e o isolamento dos mesmos por meio do subcultivo de cada um dos isolados em novas 

placas de BDA. Fotos foram feitas de cada colônia e de suas respectivas estruturas reprodutivas 

para posterior identificação morfológica.  

 Para obtenção das estruturas reprodutivas foi utilizado o método de microcultivo (Figura 

14B), onde se preserva a disposição original dos esporos sobre as hifas e mantém íntegras certas 

estruturas formadoras de esporos, seguiu-se Kern; Blevins (1999). Um cubo de ágar foi 

colocado sobre uma lâmina esterilizada, contida em uma placa de Petri estéril. Os fungos foram 

semeados nos quatro lados do cubo de ágar e cobertos por uma lamínula esterilizada.  Em 

seguida, foi adicionado 1 a 2 mL de água destilada estéril em um pequeno chumaço de algodão 

estéril, para evitar a desidratação do meio de cultura durante o crescimento do fungo.  

 As placas com microcultivo foram acondicionadas em uma caixa de isopor à 

temperatura ambiente por 7 a 10 dias, até que o desenvolvimento de hifas foi observado. Para 

a fixação das estruturas microscópicas, a lamínula foi retirada com auxílio de uma pinça e 

montada sobre uma lâmina com uma gota de azul de lactofenol para melhor visualização das 

estruturas. As lâminas foram observadas em microscópio óptico sob objetiva de 40x, onde o 

tipo e cor da hifa, forma, disposição e formação de esporos foi analisado e fotografado 

utilizando-se um microscópio óptico Leica Microsystems com uma câmera Leica DFC295 



19 

 

 

acoplada ao microscópio e o programa Leica Application Suite – LAS, 4.2.0 para edição das 

fotos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Representação da distribuição dos conteúdos estomacais dos insetos fragmentadores nas 

placas de Petri com BDA.  

 Durante o isolamento e purificação dos fungos estes foram armazenados seguindo o 

método de Castellani (Figura 14B), onde se faz inoculação de uma pequena porção do meio de 

cultura com o fungo e os adiciona em pequenos frascos contento água destilada e esterilizada 

(CASTELLANI, 1939). Para determinar as morfoespécies seguiu-se os critérios propostos por 

Lacap et al. (2003) e Ibrahim et al. (2017), os quais incluem taxa de crescimento, forma e 

coloração das colônias e efeitos dos isolados no meio de cultura.  

 

 

 

 

 

Figura 14. Método de armazenagem e cultivo de fungos filamentosos. A - Obtenção das estruturas 

reprodutivas por meio do microcultivo; B - Armazenamento dos esporos pelo método Castellani. 

  

   

B A 
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4.1.3 Cálculo da concentração de Unidades Formadoras de Colônias (UFC) 

 As colônias que se desenvolveram nas triplicatas de cada amostra foram contabilizadas. 

Dessa forma, a densidade foi estimada pelo total de UFC corrigido pelo fator de diluição sendo 

expresso em UFC/mL de trato digestório. Seguiu-se a fórmula: 

 

𝑈𝐹𝐶/𝑚𝐿 =  
𝑛º 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙ô𝑛𝑖𝑎𝑠 𝑥 𝐹𝐷

0,1 𝑚𝐿
   

 

Onde, FD é o fator de diluição, que neste caso foi usado 1, pois não houve diluição do 

conteúdo digestivo dos insetos. 0,1 mL é a alíquota plaqueada das amostras do conteúdo 

digestivo dos insetos. 

 

4.1.4 Identificação molecular dos fungos filamentosos 

  Primeiramente, os isolados foram previamente cultivados em caldo de batata natural 

(batata 200 g, glicose 20 g, ágar 15 g, água destilada 1000 mL). O caldo foi acondicionado em 

Erlenmeyers de 250 mL e pequenos blocos de ágar com massa micelial foram adicionados ao 

caldo, sendo incubados em BOD à 27 ºC por 7 dias. Foi retirada uma alíquota de 500 µL de 

cada amostra e colocada em microtubo. Para a extração de DNA fúngico foi utilizado kit 

DNeasy Plant Mini (QIAGEN) de acordo com as instruções do fabricante. A concentração final 

foi determinada usando The Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen) e o material armazenado a -

20 ºC até o seu uso.  

 

4.1.5 Reação de amplificação do gene e sequenciamento 

 As regiões ITS1 - 5.8S - ITS2 fúngicas foram amplificadas por PCR a partir do DNA 

total usando os seguintes iniciadores ITS1 5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′ e ITS4 5′-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′ (WHITE et al., 1990). A amplificação foi realizada em uma 

reação de 25 μL (Apêndice B) com o seguinte programa: 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos 

de desnaturação a 94 °C por 30 s; anelamento a 55 °C por 30 s; extensão a 72 °C por 40 s e 

extensão final a 72 °C por 5 min. Os produtos das extrações de DNA e da PCR foram 

visualizados em gel de agarose 1% e corados com brometo de etídio e purificados com kit GFX 

PCR DNA Gel Band (GE HealthCare™) de acordo com as recomendações do fabricante. Os 
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produtos da PCR foram sequenciados com os mesmos primers da PCR seguindo o protocolo 

BigDye® V3.1 em um sequenciador ABI 3500 (Applied Biosystems 3500 Thermo Fisher 

Scientific). 

 

4.1.6 Análises da genotipagem  

 Os amplicons resultantes da região ITS foram analisados utilizando-se o programa 

Geneious® 9.0.5 (KEARSE et al., 2012).  Para checagem das sequências, utilizou-se o 

programa BLASTn (Basic Local Alignment Searching Tool, contra o banco de nucleotídeos) 

(ALTSCHUL et al., 1990) do National Center for Biotechnology Information (NCBI) e pelo 

banco de dados UNITE, exclusivo para fungos (NILSSON et al., 2018; https://unite.ut.ee/). 

 

4.1.7 Análise da diversidade e frequência dos fungos filamentosos 

A frequência de espécies de fungos foi calculada usando a seguinte fórmula:  

𝐹𝑜 = (
𝑁𝑖

𝑁
) 𝑥100 

Onde, Fo = frequência de ocorrencia de táxons fúngicos; Ni = número de táxons 

fúngicos obtidos; N = total de táxons fúngicos. Apartir destes resultados, a frenquência da 

espécies poderam ser classificadas da seguinte forma: < 0,5% = rara; ≥ 0,5 <1,5% = ocasional; 

≥ 1,5 <3,0% = comum; ≥ 3,0% = abundante (SCHNITTLER; STEPHENSON, 2000). Para 

determinar se houve diferença significativa entre a frenquência dss morfoespécies identificadas 

foi utilizado o teste Kruskal-Wallis considerando um nivel de 5% de significância.  

Para calcular a diversidade de fungos filamentosos do intentino das larvas foi usado do 

índice de diversidade Shannon-Wiener, um dos índices mais utilizados para caracterização das 

comunidades (FONSECA, 1985). O índice de Simpson foi utilizado para maior confiabilidade, 

ponderando a favor das espécies mais abundantes, é menos sensível à riqueza e atribui menor 

peso às espécies raras (MAGURRAN, 2004). Os softwares utilizados para as análises foram 

Microsoft Excel® e Past 2.17 (HAMMER; HAPPER; RAYAN, 2001). 
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4.2 Metodologia para realização do segundo objetivo: Avaliar qualitativamente e 

quantitativamente a produção de enzimas celulolíticas de fungos filamentosos cultiváveis 

associados ao trato digestório de insetos aquáticos fragmentadores. 

4.2.1 Avaliação da produção de enzimas celulolíticas dos fungos isolados 

 Foi realizada a seleção de linhagens dos fungos filamentosos quanto a capacidade destas 

em crescer em meio contendo uma única fonte de carbono celulósica, cuja composição é 

mostrada no Apêndice C (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004).  

 As placas foram incubadas por 4 dias a 28 ºC e em seguida submetidas a choque térmico 

de 50 ºC em estufa por 16 horas. A atividade enzimática foi verificada pela formação de halos 

de degradação do polímero, os quais foram revelados a partir da incubação das placas em 10 

mL de solução corante de vermelho Congo (1%) em tampão Tris HCl 0,1 M, pH 8,0. Após 30 

min a solução foi descartada e as culturas foram lavadas com 5 mL de solução de NaCl 0,5 M 

neste mesmo tampão (NOGUEIRA; CAVALCANTE, 1996) (Figura 15). O corante Vermelho 

Congo tem a propriedade de se ligar a cadeias polissacarídicas. Ao lavar o meio com as células 

crescidas ocorre um descoramento na região onde a celulose foi hidrolisada, ou seja, onde há a 

presença de celulases.  Esta é uma medida indireta e qualitativa para a avaliação do potencial 

celulolítico de microrganismos. Os ensaios foram realizados em triplicatas. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Isolados fúngicos em meio com CMC. A – Revelação dos halos de hidrólise com o corante 

vermelho Congo; B – Placa com fungo corado. 

 

 Os diâmetros das colônias e dos halos produzidos foram medidos com auxílio de um 

paquímetro (mm). A atividade enzimática foi expressa em índice enzimático (IE) mediante a 

relação do diâmetro médio do halo de degradação e o diâmetro médio da colônia (IE= dh/dc) 

(HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975; NOGUEIRA; CAVALCANTE, 1996). A partir desses 

A B 
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resultados foi selecionada uma linhagem para realizar o seu perfil cinético com relação a 

produção de enzimas celulolíticas.  

 

4.2.2 Substrato para fermentação submersa e obtenção dos esporos da linhagem 

Penicillium sp. A2PA4 

 Para induzir a produção de enzimas do complexo celulolítico pelo fungo selecionado 

optou-se por utilizar como fonte de carbono a polpa de celulose, a qual foi cedida pela empresa 

Benaion Indústria de Papel e Celulose localizada na cidade de Manaus, AM. A polpa de 

celulose industrial é considerada uma excelente fonte de carbono alternativa para produção de 

enzimas por fungos filamentosos com capacidade de produzir enzimas lignocelulolíticas pela 

presença de substrato rico em polissacarídeos. Na indústria de papel e celulose, o material 

vegetal passa pelo processo de branqueamento, onde é retirada a lignina e grande parte da 

hemicelulose. Assim, esta biomassa tem 96,8% da sua composição formado por celulose, 

0,008% de lignina e 3,1% de outras substância (OLIVEIRA et al., 2019). 

Esporos dos fungos filamentosos selecionados foram suspendidos em água destilada 

esterilizada e uma alíquota de 10 µL foi retirada e utilizada para a contagem dos esporos em 

câmara de Neubauer. Em seguida, uma alíquota de 10 mL da suspensão de esporos foi 

adicionada em frascos Erlenmeyers de 250 mL acrescidos com meio basal + glicose 1% 

(Apêndice D).  

Assim, foi retirado um volume de 20 mL da massa fúngica crescida em meio basal + 

glicose 1% e adicionado em 200 mL da polpa de celulose em triplicata. Os fatores físicos estão 

de acordo com o descrito na literatura para fungos filamentosos produtores de enzimas 

celulolíticas: a temperatura em torno de 28 a 30 ºC, pH em torno de 5,0 e densidade do inóculo 

106 (GHOSE, 1987; SZIJÁRTÓ et al, 2004). A cada 24 h foi retirada uma amostra, centrifugada 

e armazenada para a realização dos ensaios. Para uma comparação mais efetiva da produção de 

enzimas pelo fungo selecionado, usou-se, como controle, o fungo Trichoderma reesei QM9414 

adquirido na Coleção de Culturas Tropicais Fundação André Tosello (CCT 2768).  

 

4.2.3 Preparação da curva padrão 

A glicose liberada nas reações utilizando o sobrenadante dos dois cultivos foi 

quantificada a partir do fator de calibração obtido das absorbâncias, em triplicata, da glicose 
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padrão de concentração conhecida: curva padrão de DNS para endoglucanase e kit GOD para 

β-glucosidase. O método DNS é descrito na literatura como confiável, adequado e possui 

sensibilidade de detecção de 1 a 20 μmol de glicose (MILLER, 1959), apresentando desvios 

mínimos e um alto grau de linearidade. Os resultados obtidos foram medidos em U (unidade de 

atividade), Onde uma unidade de atividade será definida como a quantidade de enzima que 

libera 1 μmol de glicose por minuto. A atividade enzimática em U/ml foi calculada utilizando-

se as equações para cada atividade enzimática definida pelas derivações de Ghose (1987). O 

cálculo de atividade específica foi utilizado para se estimar a porcentagem das proteínas 

correspondentes às enzimas celulolíticas do total de proteínas extracelulares produzidas. De 

acordo com a fórmula abaixo: 

𝑈

𝑚𝑔
=

(
𝑈

𝑚𝐿
)

(
𝑚𝑔
𝑚𝐿)

 

Onde: U/mL = Atividade enzimática; mg/mL = Concentração de proteínas totais. 

A curva padrão foi feita a partir da determinação de glicose nas concentrações de 0,1 a 

2,0 g/L pelo método do ácido 3,5-dinitrossalicílico DNS e calculado em mg/mL por meio da 

equação da reta construída nos mesmos volumes dos ensaios das amostras (Figura 16).  Em 

tubos de ensaio contendo 1 mL de solução DNS adicionou-se 1 mL de cada solução padrão de 

glicose. Os tubos foram agitados e aquecidos por 5 min à temperatura de 100 ºC e após atingir 

a temperatura ambiente adicionou-se 13 mL de água destilada. O tubo apenas com água 

destilada foi utilizado como controle (branco) e as leituras de absorbância foram realizadas a 

540 nm, utilizando um espectrofotômetro (BioMate™, Thermo Scientific™). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Curva padrão de glicose e equação da reta utilizada nos ensaios de FPase e CMCase.  
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4.2.4 Determinação de atividade de celulases totais – FPase 

A atividade FPase (atividade de papel de filtro) abrange uma mistura de exoglucanases 

e endoglucanases, a qual é determinada a partir da degradação de uma tira de papel de filtro e 

da avaliação da atividade pela liberação de substâncias redutoras dosadas pelo método de Miller 

(1959) com ácido 3,5 – dinitrosalicílico (DNS). A determinação foi baseada usando o protocolo 

de Ghose (1987), onde as fitas de papel filtro Whatman n° 1 (1,0 cm x 6,0 cm) foram inseridas 

em uma placa de 96 poços contendo 1 mL de tampão citrato pH 4,8, ao mesmo adicionou-se 

0,5 mL do extrato enzimático.  

A placa foi incubada a 50 °C por 1 hora, em seguida foi agitada em vórtex e retirado 

100 μL para uma nova placa, adicionando-se 200 μL de reagente DNS e incubando a 100 °C 

por 5 min. Em seguida, foi adicionado 1,5 mL de água e homogeneizado por inversão. A 

intensidade da cor formada foi quantificada em espectrofotômetro em comprimento de onda de 

540 nm. O branco reacional foi constituído pela tira de papel de filtro e o tampão, e utilizado 

para zerar o equipamento. Além do branco reacional foi feito também o controle da enzima que 

se constituiu de tampão e extrato enzimático, sem adição do substrato, os valores de absorbância 

destes foram subtraídos dos valores obtidos dos tubos de reação.  

Para determinar a concentração de açúcares redutores liberados na reação foi utilizada 

a equação da curva padrão de glicose construída a partir de uma solução padrão na concentração 

de 10 mg/mL, em seguida a atividade enzimática foi calculada utilizando a equação abaixo, 

onde [E] é a concentração expressa de acordo com a diluição de enzima adicionada necessária 

para liberar 2 mg de glicose (quantidade absoluta) durante o tempo de reação, e foi determinada 

por plotagem de duas diluições que liberaram glicose variável em relação a quantidade absoluta 

de glicose, através da representação gráfica da glicose liberada (mg/mL) em função da 

concentração de extrato enzimático. 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒(𝐹𝑃𝑈) =
0,37

[𝐸]𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑙𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑟 2,0 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑔𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒
𝑈 𝑚𝐿⁄  

Obtenção de [E] a partir da diluição usada 

 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 =
1

𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜
= (

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑜 𝑢𝑡𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑎 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜
) 
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4.2.5 Determinação de atividade de endoglucanase – CMCase 

 Primeiramente, foi feita a diluição do extrato enzimático na proporção de 1:1 (100 uL 

de amostra e 100 uL de tampão citrato, 50 mM, pH 4.8). Em microtubos para controle do 

substrato e controle da enzima foram adicionados 50 uL de tampão citrato. Em seguida, 

adicionou-se 50 uL de solução de CMC 2% nas triplicadas das amostras e no controle do 

substrato. E foram adicionados 50 uL dos extratos enzimáticos nas triplicatas das amostras e 

controle da enzima. Levou-se ao banho maria a 50 ºC por 15 min. Em seguida, adicionou-se 

300 uL de DNS em todos os microtubos e levou-se ao banho-maria a 100 ºC por 5 min. Logo 

após, acrescentou-se 1,5 mL de água destilada nos microtubos. A leitura da absorbância foi 

realizada em espectrofotômetro a 540 nm, o branco foi utilizado para zerar o equipamento, 

sendo composto por DNS em tampão. 

A concentração de glicose decorrente da reação foi calculada por meio da equação da 

curva padrão previamente elaborada nas mesmas condições das amostras e depois foi calculada 

a atividade enzimática de endoglucanases utilizando a equação abaixo. Onde [E] é a 

concentração expressa de acordo com a diluição de enzima adicionada necessária para liberar 

0,5 mg de glicose durante o tempo de reação, a qual foi determinada por meio da representação 

gráfica da glicose liberada em função da concentração de enzima.  

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒(𝐶𝑀𝐶) =
0,185

[𝐸]𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑙𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑟 0,5 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑔𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜𝑐𝑟í𝑡𝑖𝑐𝑎
𝑈 𝑚𝐿⁄  

 

4.2.6 Determinação de atividade de β-glucosidase 

A atividade da β-glucosidase foi quantificada segundo a metodologia de Ghose (1987). 

Onde foi usado como substrato 50 μL de solução de celobiose, a qual foi dissolvida em tampão 

citrato pH 4,8; essa solução de celobiose foi adicionada em microtubos tipo Eppendorf® de 2 

mL contendo 50 μL de extrato enzimático diluído no mesmo tampão.  

Os tubos foram agitados em vórtex e incubados a 50 °C por 30 min, decorrida a reação 

foi determinada a concentração de glicose liberada através de um kit GOD (glicose oxidase) 

seguindo-se instruções do fabricante. A leitura da absorbância foi realizada em 

espectrofotômetro a 500 nm, o branco foi utilizado para zerar o equipamento, sendo composto 

por solução de celobiose em tampão. 

A atividade enzimática β-glicosidase foi calculada utilizando a equação abaixo, na qual 

[E] é a concentração expressa de acordo com a diluição de enzima adicionada necessária para 
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liberar 1,0 mg de glicose durante o tempo de reação, que foi determinada por meio da 

representação gráfica da glicose liberada em função da concentração de enzima: 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒(𝐵𝑒𝑡𝑎𝑔𝑙𝑖𝑐𝑜) =
0,0926

[𝐸]𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑙𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑟 1,0 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑔𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜𝑐𝑟í𝑡𝑖𝑐𝑎
𝑈 𝑚𝐿⁄  

 

4.3 Metodologia utilizada para realização do terceiro objetivo: Descrever o perfil de 

expressão gênica de celulases do trato digestório de Phylloicus amazonas Pather (Insecta: 

Trichoptera).  

4.3.1 Amostragem das larvas de P. amazonas  

Foram coletadas larvas de P. amazonas no igarapé Barro Branco da Reserva Florestal 

Ducke (RFD), localizada na Rodovia Estadual AM-010, km-26, Manaus, AM, Brasil (Figura 

13 em vermelho) em agosto de 2018. As larvas foram coletadas com o auxílio de uma rede 

entomológica aquática. Cada indivíduo coletado foi retirado de seu abrigo (folha) e identificado, 

em campo, em nível de espécie com o auxílio de um taxonomista, sob lupa estereoscópica e 

dissecados, onde foram acondicionados em microtubos contendo RNAlater™ Solution 

(Ambion®) para a extração do RNA.  

 

4.3.2 Isolamento do RNA  

 Foram dissecadas 10 larvas de P. amazonas para obtenção dos intestinos, formando pools 

com 5 intestinos em duplicata para realização da extração do RNA total. As amostras foram 

homogeneizadas com 10 µL de β-mercaptoetanol e 1 mL do tampão de lise fornecido no kit 

RNeasy Plus Mini (QIAGEN) seguindo-se com as recomendações do fabricante. 

 A concentração do RNA total foi medida utilizando-se o kit Qubit RNA BR assay 

(Invitrogen™).  Para a visualização do perfil eletroforético de RNA, a amostra foi submetida a 

eletroforese em gel de agarose 1%, corada com brometo de etideo. Para a análise de qualidade, 

as amostras foram resuspendidas em 40 uL de água pura e homogeneizadas e, em seguida, 4 µl 

foram usados no kit Agilent RNA 6000 Nano Reagents Part I (Agilente Tecnologies), sendo o 

restante do procedimento seguido de acordo com o protocolo do fabricante.  
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4.3.3 Montagem da biblioteca de cDNA 

  A biblioteca de cDNA foi confeccionada para o sequenciamento na plataforma Illumina, 

utilizando-se o kit TrueSeq® Stranded mRNA (Illumina®) conforme instruções do fabricante. 

Utilizou-se 15 µl da amostra + 50 µL de água livre de nucleases, em seguida, as amostras 

seguiram por dois passos: 1) Purificação e fragmentação do mRNA - Este processo purificou 

as moléculas de mRNA contendo poliA usando esferas magnéticas ligadas por oligo poli-T com 

duas rodadas de purificação. E, na segunda eluição, o RNA foi fragmentado e preparado para a 

síntese de cDNA; 2) Síntese da primeira e segunda fitas do cDNA – utilizou-se o kit Truseq 

Stranded RNA LT Set A. Após esses passos, foram realizados os processos de adenilação, 

ligação e enriquecimento dos fragmentos de DNA. A qualidade da biblioteca foi validada 

usando o kit Agilent RNA 6000 Nano Reagents Part I (Agilent Tecnologies) para análise no 

Bioanalizer (Agilient Tecnologies). 

 

4.3.4 Sequenciamento  

 A biblioteca de cDNA foi sequenciada usando a plataforma Illumina MiSeq (Illumina, 

San Diego, CA, Estados Unidos) na estrutura da UT Genomics Core Next Gen Sequencing Lab 

(Knoxville, Tennessee) e a biblioteca de amplicon foi ajustada para uma concentração inicial 

de 4 nM e sequenciada por um técnico profissional treinado seguindo protocolo Illumina. 

 Os seguintes passos foram seguidos utilizando-se o kit Miseq Reagent v3. Para a 

desnaturação e diluição, uma alíquota de 5 uL da biblioteca de 4 nM foi adicionada em 5 uL de 

NaOH (0,2 M), homogeneizado em vórtex e incubado em temperatura ambiente por 5 min. Em 

seguida, adicionou-se 990 uL de tampão HT1 para atingir a concentração de 20 pM. Após, 

dilui-se para uma concentração de 6 pM, onde 180 uL da biblioteca de 20 pM foi adicionada a 

420 uL de tampão HT1. Combinou-se a biblioteca e o marcador PhiX a 2% (558 uL da 

biblioteca de 6 pM + 12 uL de Phix 10 pM). Por fim, realizou-se a desnaturação a 95 °C (2 

minutos), a amostra foi colocada no gelo até o momento de uso. 

 

4.3.5 Análise das sequências 

 Os dados brutos gerados pelo sequenciamento foram importados para o programa CLC 

Genomics Workbench v. 11.0.1, e com o auxílio da ferramenta Trim, foram filtrados e as bases 

de baixa qualidade (menor que 0,05) foram removidas. Para a montagem das sequências de 
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leitura (reads) em sequências contínuas (contigs), também, utilizou-se o programa CLC 

Genomics Workbench v. 11.0.1. A montagem De novo dos contigs foi feita utilizando as 

sequências filtradas e parâmetros de montagem do próprio programa. 

Os contigs montados foram sujeitos a busca por similaridade no programa Blast2GO® 

5.2.5, utilizando os bancos de dados de referência disponíveis no NCBI nr com os seguintes 

parêmetros do BLASTx (Basic Local Alignment Search Tool): E-value de valor 1,0 E-3 e 

número de blast hits de valor 20. 

 

4.3.6 Anotação funcional 

 A anotação funcional das sequências foi feita com os parâmetros padrões sugeridos por 

Conesa e Götz (2008) utilizando o programa Blast2GO® 5.2.5 que são corte (cut off) de 55, GO 

weight = 5 e filtros database nr e database nr_alias_fungi. 
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CAPÍTULO 1 

FUNGOS FILAMENTOSOS CULTIVÁVEIS DO INTESTINO DE LARVAS DE 

INSETOS AQUÁTICOS FRAGMENTADORES 

5.1 RESULTADOS  

Foram identificados um total de 28 morfoespécies e quatro espécies associadas ao 

intestino das larvas de Phylloicus, Triplectides e Stenochironomus, compreendendo 

Aspergillus, Cladosporium, Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis e Trichoderma (Figura 

17) identificados por morfologia e estruturas reprodutivas. Os gêneros Gliocephalotrichum, 

Talaromyces e Umbelopsis foram identificados por genotipagem (ver capítulo 2).  

Quanto ao número de unidades formadoras de colônias (UFC) por intestino (Apêndices 

E, F e G) em Phylloicus obteve-se um total de 2 x 104 UFC/mL, em Triplectides um total de 5 

x 10³ UFC/mL e Stenochironomus um total de 8 x 10² UFC/mL (Apêndices E, F e G).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Visão macro e microscópica dos fungos filamentosos identificados isolados dos intestinos de 

Phylloicus (Trichoptera), Triplectides (Trichoptera) e Stenochironomus (Diptera) plaqueados em meio 

BDA por 7 dias à 27 ºC. A1/A2 – Aspergillus sp.; B1/B2 – Cladosporium sp.; C1/C2 – Paecilomyces 

sp.; D1/D2 – Penicillium sp.; E1/E2 – Pestalotiopsis sp.; F1/F2 – Trichoderma sp.  
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As morfoespécies de fungos observadas nos três grupos de insetos analisados foram 

classificados, de acordo com a frequência, como raros, em sua maioria. Os gêneros classificados 

como abundantes foram Penicillium sp6 (48,3%), Penicillium sp7 (23,9%), Penicillium sp4 

(10,4%) e Pestalotiopsis sp2 (3,65%) (Tabela 4). Não houve diferenças nas frequências dos 

táxons fúngicos associados aos três gêneros de insetos (α = 0,05; p = 0,136).  

Os valores encontrados para o índice de Shannon e índice de Simpson encontram-se na 

Tabela 5. O índice de Shannon indica maior diversidade na comunidade de fungos isolados do 

intestino de Stenochironomus enquanto que o de Simpson mostra maior diversidade na 

comunidade de fungos isolados do intestino de Phylloicus e a menor diversidade em 

Stenochironomus.  

Os táxons fúngicos compartilhados entre os três gêneros de insetos analisados foram: 

Penicillium sp1, Penicillium sp3, Penicillium sp4, Penicillium sp5, Penicillium sp6, Penicillium 

sp7, Trichoderma sp1 e Trichoderma sp2. Phylloicus e Triplectides compartilharam 12 táxons 

fúngicos (todos as morfoespécies pertencentes ao gênero Penicillium, Pestalotiopsis sp2, 

Pestalotiopsis sp4, Trichoderma sp1, Trichoderma sp2 e Trichoderma sp3). Phylloicus e 

Stenochironomus compartilharam 10 táxons fúngicos (Aspergillus sp1, Cladosporium sp1, 

Penicillium sp1, Penicillium sp3, Penicillium sp4, Penicillium sp5, Penicillium sp6, Penicillium 

sp7, Trichoderma sp1 e Trichoderma sp2). Triplectides e Stenochironomus compartilharam 10 

táxons fúngicos (Cladosporium sp4, Penicillium adametzii, Penicillium sp1, Penicillium sp3, 

Penicillium sp4, Penicillium sp5, Penicillium sp6, Penicillium sp7, Trichoderma sp1 e 

Trichoderma sp2) (Figura 18).  
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Tabela 4. Frequência da ocorrência (%) de táxons fúngicos isolados do intestino de larvas de Phylloicus 

spp. (P), Triplectides spp. (T) e Stenochironomus spp. (S) coletadas em igarapés localizados na Reserva 

Florestal Ducke (RFD), Manaus, Amazonas em julho de 2016.  Ni= número de isolados fúngicos; Fo= 

frequência da ocorrência.  

Filo Táxon fúngico 
P T S Fo 

(%)  Ni Fo (%) Ni Fo (%) Ni  Fo (%) 

Ascomycota Aspergillus sp1 1 0,14 0 0,00 1 1,33 0,20 

Ascomycota Aspergillus sp2 0 0,00 0 0,00 2 2,67 0,20 

Ascomycota Cladosporium sp1  1 0,14 0 0,00 1 1,33 0,20 

Ascomycota Cladosporium sp2 7 1,01 0 0,00 0 0,00 0,69 

Ascomycota Cladosporium sp3 0 0,00 0 0,00 2 2,67 0,20 

Ascomycota Cladosporium sp4 0 0,00 2 0,81 1 1,33 0,30 

Ascomycota Gliocephalotrichum sp1 1 0,14 0 0,00 0 0,00 0,10 

Ascomycota Paecilomyces sp1 0 0,00 0 0,00 2 2,67 0,20 

Ascomycota Paecilomyces sp2 0 0,00 0 0,00 4 5,33 0,39 

Ascomycota Penicillium adametzii 0 0,00 1 0,41 1 1,33 0,20 

Ascomycota Penicillium citrinum 0 0,00 0 0,00 1 1,33 0,10 

Ascomycota Penicillium sp1 10 1,45 1 0,41 1 1,33 1,18 

Ascomycota Penicillium sp2 2 0,29 1 0,41 0 0,00 0,30 

Ascomycota Penicillium sp3 1 0,14 1 0,41 20 26,67 2,17 

Ascomycota Penicillium sp4 61 8,82 21 8,54 24 32,00 10,5 

Ascomycota Penicillium sp5 1 0,14 1 0,41 2 2,67 0,39 

Ascomycota Penicillium sp6 478 69,08 11 4,47 1 1,33 48,4 

Ascomycota Penicillium sp7 61 8,82 175 71,14 7 9,33 24,0 

Ascomycota Pestalotiopsis sp1 5 0,72 0 0,00 0 0,00 0,49 

Ascomycota Pestalotiopsis sp2 35 5,06 2 0,81 0 0,00 3,65 

Ascomycota Pestalotiopsis sp3 2 0,29 0 0,00 0 0,00 0,20 

Ascomycota Pestalotiopsis sp4 3 0,43 4 1,63 0 0,00 0,69 

Ascomycota Pestalotiopsis sp5 4 0,58 0 0,00 0 0,00 0,39 

Ascomycota Pestalotiopsis sp6 1 0,14 0 0,00 0 0,00 0,10 

Ascomycota Pestalotiopsis sp7 1 0,14 0 0,00 0 0,00 0,10 

Ascomycota Pestalotiopsis sp8 1 0,14 0 0,00 0 0,00 0,10 

Ascomycota 

Talaromyces 

purpurogenus 0 0,00 2 0,81 0 0,00 0,20 

Ascomycota Trichoderma harzianum 1 0,14 0 0,00 0 0,00 0,10 

Ascomycota Trichoderma sp1 7 1,01 6 2,44 3 4,00 1,58 

Ascomycota Trichoderma sp2 6 0,87 15 6,10 2 2,67 2,27 

Ascomycota Trichoderma sp3 2 0,29 1 0,41 0 0,00 0,30 

Mucoromycota Umbelopsis sp1 0 0,00 2 0,81 0 0,00 0,20 

  Total 692  246  75   
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Tabela 5. Índice de diversidade de Shannon (H’) e de Simpson (D) das comunidades de fungos isolados 

dos intestinos das larvas de Phylloicus, Triplectides e Stenochironomus (Insecta). 

Índice Phylloicus Triplectides Stenochironomus 

Shannon 1,26 1,21 2,11 

Simpson 0,50 0,48 0,81 

Equitabilidade 0,40 0,44 0,74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Diagrama de Venn com o número de táxons fúngicos compartilhados entre os três gêneros 

de insetos estudados.  
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5.2 DISCUSSÃO 

 

Nesse estudo foi verificada a presença de fungos filamentosos no intestino de larvas de 

Phylloicus, Triplectides e Stenochironomus coletadas em igarapés da Reserva Florestal Ducke 

em Manaus-AM. Os fungos identificados, em sua maioria pertencem ao filo Ascomycota, com 

exceção de Umbelopsis sp., cujo pertence ao filo Mucoromycota. Esta associação, também, foi 

encontrada em outros insetos como larvas de Phylloicus spp. coletadas em igarapés de Roraima, 

Pará e Tocantins, onde foi identificada uma diversa comunidade de fungos (33 táxons) 

(SANTOS et al., 2018); em larvas de Nectophyche (Leptoceridae) e Triplectidae 

(Leptoceridae), coletadas em igarapés de Tocantins e Espirito Santo, foram identificados 18 

táxons todos pertencentes ao filo Ascomycota (SILVA, 2019). Do intestino de larvas de insetos 

terrestres, como os Lepidoptera, também, foram isolados fungos pertencentes ao filo 

Ascomycota (Pestalotiopsis sp. e Penicillium sp.) (SHAN et al., 2019), porém neste mesmo 

estudo fungos do filo Basiodiomycota, também, foram isolados. A presença de fungos 

Ascomycota verificada no intestino de larvas de insetos aquáticos fragmentadores pode ser 

ocasionada devido sua dieta ser composta por folhas alóctones condicionadas. A comunidade 

fúngica de folhas submersas em água contém fungos foliares originários do ambiente terrestre, 

sendo a maioria desses fungos membros do filo Ascomycota (KOIVUSAARI et al., 2019; 

WOLFE et al., 2019). Este filo é considerado um decompositor primário e o mais abundante 

nos estágios iniciais da decomposição foliar (VOŘÍŠKOVÁ; BALDRIAN, 2013; ZHANG et 

al., 2017). 

 Fungos filamentosos associados ao intestino de larvas de insetos aquáticos 

fragmentadores tem sido investigados, principalmente, quanto às suas funções nesses 

organismos. Sabe-se que estes insetos se alimentam de matéria orgânica alóctone, 

principalmente folhas em decomposição de plantas vasculares vindas da vegetação ripária 

circundante (BÄRLOCHER; SRIDHARE, 2014), especialmente as que têm menor 

concentração de compostos secundários (NAVARRO et al., 2013; REZENDE et al., 2014; 

NAVARRO; GONÇALVES JR., 2017). Esta menor concentração de compostos nas folhas em 

decomposição se dá pelo condicionamento microbiano, que auxilia positivamente o consumo 

desse recurso pelos insetos (BIASI et. al., 2019), pois o crescimento de fungos nas folhas em 

decomposição aumenta o seu conteúdo de proteínas, o que presumivelmente aumenta o valor 

nutricional das folhas (KAUSHIK; HYNES, 1968) e sua palatabilidade devido à decomposição 

por ação enzimática de compostos recalcitrantes (FINDLAY, 2010).  
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Nestes resultados, a equitabilidade nas amostras de fungos de Stenochironomus é maior 

do que nas amostras de Phylloicus e Triplectides. Os índices de diversidade analisam riqueza e 

equitabilidade, dessa forma, mede a homogeneidade na distribuição das abundâncias entre as 

espécies, ou seja, espécies que estão representadas em quantidades semelhantes 

(MAGNUSSON; MOURÃO; COSTA, 2015). No caso de Stenochironomus não houve a 

presença da maioria das morfoespécies de fungos identificadas fazendo com que amostra 

ficasse homogênea. Os valores do índice de Shannon obtidos para Phylloicus foram bem 

semelhantes com os obtidos no estudo de Santos et al., 2018a.  

Aspergillus, Penicillium, Trichoderma são comumente encontrados na natureza e estes 

gêneros já foram isolados do intestino de besouros, percevejos, formigas, baratas (GAMA et 

al., 2002; MOREIRA et al., 2003; MORAES et al., 2004; LEMOS et al., 2006; NUNES e 

FRIZZAS, 2007; ROJAS-JIMÉNEZ E HERNÁNDEZ, 2015, XIAO et al., 2019) e insetos 

aquáticos, larvas de Simuliidae e Culicidae em estudos realizados na Amazônia (FONSECA et 

al., 2008; PEREIRA et al., 2009). Estes mesmos gêneros fúngicos, juntamente com 

Cladosporium, Talaromyces, Pestalotiopsis e Umbelopsis, recentemente foram isolados do 

intestino de larvas de Phylloicus e Triplectides (SANTOS, 2018; SILVA, 2019) na Amazônia 

e no Cerrado. Neste estudo, a ocorrência de Gliocephalotrichum sp. em intestino de insetos 

aquáticos é observada pela primeira vez, geralmente, as espécies desse gênero são isoladas do 

solo e de material em decomposição (LOMBARD et al., 2014).  

A maioria dos táxons fúngicos identificados é compartilhada entre os três gêneros de 

insetos estudados (Figura 18). Por serem insetos de hábito fragmentador, alimentando-se de 

folhas alóctones condicionadas (CUMMINS; MERRITT; ANDRADE, 2005), a ingestão de 

fungos endofíticos e epifíticos disponíveis no recurso alimentar pode ocorrer e estes serem 

compartilhados facilmente. No entanto, diversos fatores podem ter influenciado a diferença na 

abundância e diversidade de táxons fúngicos identificados nos gêneros de insetos. O 

crescimento fúngico em folhas pode ser inibido devido a lixiviação de polifenois 

(SUBERKROPP; GODSHALK; KLUG, 1976) ou estimulado por meio da lixiviação de 

nutrientes (JENSEN, 1974), características físicas e químicas do detrito podem influenciar 

diretamente a taxa de decomposição (ALVIN et al., 2015; GOMES, 2015), composição da 

vegetação ripária (KOMINOSKI et al., 2011; FERREIRA et al., 2016) e a qualidade intrínseca 

das folhas, influenciando o consumo do recurso (MARTINS et al., 2020). 



36 

 

 

Estudos sobre a interação entre fungos e insetos podem contribuir com o conhecimento 

sobre a diversidade fúngica, onde o intestino de insetos aquáticos podem ser fonte de novas 

espécies de fungos, além da compreensão dos mecanismo no sistema fungo-inseto.  

 

5.3 CONCLUSÃO 

 

 O intestino de insetos aquáticos fragmentadores pode abrigar uma elevada população de 

fungos filamentosos, a qual, nesse estudo obteve-se uma riqueza de 28 morfoespécies 

identificadas. A comunidade de fungos dos intestinos das larvas estudadas se mostrou bem 

similar havendo compartilhamento de morfoespécies entre os gêneros de insetos. 

Os fungos isolados e identificados podem ser encontrados no ambiente terrestre, 

sugerindo que sejam provenientes das folhas em decomposição que entram no ambiente 

aquático, as quais são ingeridas pelas larvas.  
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CAPÍTULO 2 

FUNGOS CELULOLÍTICOS CULTIVÁVEIS ISOLADOS DO INTESTINO DE 

INSETOS AQUÁTICOS DA AMAZÔNIA¹ 

 

Resumo 

Os fungos filamentosos têm sido alvo de estudos de bioprospecção, pois são excelentes 

produtores de enzimas extracelulares que podem ser potencialmente utilizadas pela 

bioindústria. Neste estudo, foram isolados fungos filamentosos do intestino de larvas de insetos 

aquáticos da Amazônia para avaliar sua atividade celulolítica. Foram coletadas 69 larvas de 

insetos fragmentadores de três gêneros distintos: Phylloicus Müller (Trichoptera: 

Calamoceratidae), Triplectides Kolenati (Trichoptera: Leptoceridae) e Stenochironomus 

Kieffer (Diptera: Chironomidae) em dez riachos de uma área protegida na Amazônia. A 

produção de micélio foi feita em meio BDA (Ágar Batata Dextrose). Os isolados foram 

transferidos para meio sintético com carboximetil celulose e o vermelho do Congo foi utilizado 

para determinar o índice enzimático. O halo de hidrólise, indicando a produção de celulases, 

foi observado em 175 isolados fúngicos (70% do total), dos quais 25 tinham índice enzimático 

≥ 2,0 e pertenciam a sete gêneros de fungos. Os táxons fúngicos, tradicionalmente utilizados 

em aplicações biotecnológicas, Cladosporium Link, Gliocephalotrichum Ellis e Hesseltine, 

Penicillium Link, Pestalotiopsis Steyaert, Talaromyces Benjamin, Trichoderma Persoon e 

Umbelopsis Amos e Barnett foram isolados dos intestinos de larvas de Phylloicus, Triplectides 

e Stenochironomus. Nossos resultados indicam o potencial celulolítico de fungos associados 

aos intestinos de insetos aquáticos da Amazônia. 

Palavras-chave: Celulase, hidrólise enzimática, Phylloicus, trituradores, Amazônia. 

 

¹Manuscrito aceito pela Revista Acta Amazonica. Neste capítulo utilizou-se as normas da própria 

revista.  
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6.1 INTRODUÇÃO  

As celulases produzidas por fungos são amplamente utilizadas na indústria e a demanda 

por microorganismos eficientes aumentou ao longo do tempo. Atualmente, as celulases são 

empregadas na produção de alimentos, ração animal, etanol de segunda geração, sucos de frutas 

e vegetais, papel, vinho e têxteis, bem como na extração de celulose, processamento de amido, 

cervejarias, lavanderia e agricultura (Bhat 2000, Choi et al. 2015, Singh et al. 2016). As enzimas 

fúngicas são particularmente vantajosas quando comparadas as equivalentes de animais ou 

vegetais. Uma razão pela qual sua produção é menos onerosa seria que as enzimas são 

secretadas como complexos que funcionam em sinergia (Dashtban et al. 2009). Além disso, as 

enzimas fúngicas têm características físico-químicas diferentes (por exemplo, enzimas 

termoestáveis de organismos termofílicos) e são mais fáceis de produzir em larga escala 

(Dalmaso et al. 2015). 

Muitos insetos que digerem madeira, folhagem e detritos (por exemplo, Isoptera, 

Coleoptera, Orthoptera, Hymenoptera) (Martin 1983) usam a lignocelulose como sua principal 

fonte de alimento e são altamente eficientes na obtenção de glicose a partir da degradação da 

celulose (Sun e Zhou 2011). Naturalmente, insetos perfuradores de madeira têm sido objetos 

comuns de estudos visando a prospecção de enzimas lignocelulolíticas (Geib et al. 2010). Além 

disso, larvas de Diptera que minam folhas submersas (Koroiva 2013) e outras larvas de insetos 

fragmentadores (Rogers e Dora-Peterson 2010) foram consideradas como fontes potenciais de 

enzimas lignocelulolíticas para a indústria de biocombustíveis de segunda geração (Cook e 

Dora-Peterson 2010, Huang et al., 2010). Embora os insetos possam produzir celulases 

endógenas (Watanabe e Tokuda 2010, Shelomi et al. 2014, Pothula et al. 2019), a hidrólise do 

polissacarídeo é realizada, principalmente, por enzimas extracelulares produzidas por 

microrganismos que colonizam o trato digestivo dos insetos, especialmente por fungos como 

Aspergillus Micheli ex Haller, Fusarium Link e Penicillium Link (Rojas-Jiménez e Hernández 

2015).  
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Vários fungos filamentosos, como Cladosporium Link, Penicillium e Trichoderma 

Persoon, foram encontrados no intestino de Coleoptera e Diptera, e.g. Silvanidae (Coleoptera) 

(David et al. 1974), Tenebrionidae (Coleoptera) (Prabha et al., 2011) e espécies de Platypodidae 

(Coleoptera) (Henriques et al. 2009) e Culicidae (Diptera) (Fonseca et al. 2008, Pereira et al. 

2009, Maketon et al. 2014). No entanto, a evolução e a dinâmica das comunidades de 

microrganismos e seus hospedeiros insetos ainda não são totalmente compreendidas (Bobay e 

Raymann 2019). 

Em geral, os microrganismos participam dos processos digestivos de insetos com dieta 

deficiente nutricionalmente, como insetos que se alimentam de floema ou de moléculas 

complexas como a celulose (Watanabe e Tokuda 2010). Sua capacidade de degradar celulose, 

em particular, é alta e amplamente distribuída entre diferentes taxa. Por exemplo, 

microrganismos associados ao trato digestivo de várias espécies de cupins degradam a celulose 

e a lignina, fornecendo aos insetos glicose e ácidos graxos que serão usados como fonte de 

energia (Breznak, 2002). Em contraste, com a compreensão sobre bactérias associadas ao 

intestino de insetos, que foram amplamente documentadas (por exemplo, Schaaf e Dettner 

1997, Lundgren e Lehman 2010, Vojvodic et al. 2013), pouco se sabe sobre as relações entre 

insetos e fungos associados (McCreadie 2011, Shao et al. 2015). Em ambientes de água doce, 

uma simbiose elaborada ocorre em insetos aquáticos fragmentadores. Esses insetos se 

alimentam de matéria orgânica alóctone (madeira em decomposição e folhas) somente após esta 

estar condicionada, ou seja, colonizada por microrganismos, os quais convertem esse tecido em 

alimento mais palatável por meio de enzimas extracelulares (Gessner et al. 1999, Abelho 2001, 

Gulis e Bärlocher 2017). 

Na floresta Amazônica, onde a diversidade de insetos é uma das mais altas do mundo, 

ainda é incipiente o conhecimento sobre o sistema fungos-insetos e fungos produtores de 

celulase associados aos insetos aquáticos (Rios-Velasquez et al. 2002, Alencar et al. 2003, 
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Fonseca et al. 2008, Pereira et al. 2009, Santos et al. 2018a, Santos et al. 2018b). A investigação 

da micobiota intestinal de insetos aquáticos pode levar à descoberta de processos metabólicos 

e interações com potenciais aplicações biotecnológicas. Assim, o objetivo deste estudo foi 

investigar a atividade celulotítica de fungos filamentosos isolados do intestino de insetos 

aquáticos fragmentadores, esperando identificar novas enzimas celulolíticas em espécies pouco 

estudadas de insetos da Amazônia. 

 

6.2 MATERIAL E MÉTODOS  

6.2.1 Coleta dos insetos 

Larvas de insetos aquáticos fragmentadores pertencentes aos gêneros Phylloicus 

(Trichoptera: Calamoceratidae), Triplectides (Trichoptera; Leptoceridae) e Stenochironomus 

(Diptera: Chironomidae) foram coletadas em dez igarapés localizados em duas bacias 

hidrográficas da Reserva Florestal Ducke, RFD, Amazonas (Brasil) (Figura 19). Os leitos dos 

igarapés são compostos por areia e folhas e estes são sombreados pela vegetação ripária 

(Mendonça et al. 2005). Os valores de pH variaram de 4,4 a 5,4, essa acidez é causada pelo alto 

teor de matéria orgânica e pelo solo arenoso da bacia de drenagem do rio Negro. A 

condutividade elétrica da água variou de 7 a 23 µS cm-1, a velocidade da água de 0,04 a 0,17 

cm s-1, a concentração de oxigênio dissolvido de 5,8 a 6,8 mg L-1 e a temperatura da água de 

24,8 a 26,8 °C.  
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Figura 19. Mapa da Reserva Florestal Ducke, localizada em Manaus, Amazonas, Brasil, mostrando os 

locais dos igarapés onde foram amostradas as larvas de insetos aquáticos fragmentadores (locais 1 a 10). 

 

 

As larvas de insetos foram coletadas com o auxílio de uma rede entomológica aquática 

e identificadas em nível de gênero no campo (Hamada et al. 2014). No total, capturamos 69 

larvas: 24 de Phylloicus spp., 20 de Triplectides spp. e 25 de Stenochironomus spp. Cada larva 

foi removida de seu abrigo (folha ou graveto), esterilizada por 30 segundos em álcool a 70% e 

armazenada em um microtubo com água destilada estéril. As larvas foram processadas logo 

após a coleta para evitar a decomposição ou excreção do conteúdo de seus tratos digestivos. 

 

6.2.2 Isolamento, purificação e caracterização morfológica de fungos filamentosos 

As larvas foram dissecadas sob um microscópio esteroscópio usando pinças e tesouras 

esterilizadas. Os intestinos foram removidos e transferidos para microtubos contendo 1 mL de água 

destilada estéril. Após a homogeneização, uma alíquota de 100 μL de cada amostra foi inoculada em 

placas de Petri contendo meio Ágar Batata Dextrose (BDA) suplementado com 0,1 mg L-1 de 

Cloranfenicol e incubadas à 27 °C por sete dias. Para purificação, os fungos filamentosos que não 

mostraram contaminação foram transferidos separadamente para novas placas de Petri contendo BDA. 

Após a obtenção de culturas fúngicas puras, a preservação foi realizada pelo método de Castellani 

(Castellani, 1939). Os isolados fúngicos foram identificados com base em características 

macromorfológicas, como cor, forma, tamanho e borda, entre outras características relevantes (Lacap et 
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al. 2003, Ibrahim et al. 2017). Para observar as características micromorfológicas, os isolados fúgnicos 

foram microcultivados, corados com Lactofenol e examinados sob um microscópio óptico Leica 

Microsystems com uma câmera Leica DFC295 acoplada e o software Leica Application Suite (LAS, 

4.2.0). 

 

6.2.3 Atividade celulolítica  

Os isolados fúngicos foram avaliados quanto à produção de celulases em meio 

carboximetil celulose (CMC) (NaNO3: 3,0 gL-1; K2HPO4: 1,0 gL-1; MgSO4: 0,5 gL-1; KCl: 0,5 

gL-1; FeSO4,7H2O: 10,0 mg L-1; CMC: 10,0 g L-1; ágar: 20,0 g L-1) (Ruegger e Tauk-Tornisielo 

2004). As placas foram incubadas à 27 ° C por quatro dias e depois submetidas a choque térmico 

por 16 horas à 50 °C. O halo de degradação foi observado utilizando 10 mL de solução vermelho 

do Congo (2,0 g L-1) por 30 min e 5 mL de solução de NaCl 0,5 M em tampão Tris-HCl 0,1 M, 

pH 8,0 (Nogueira e Cavalcante 1996). Estes ensaios foram realizados em triplicada. Calculamos 

o índice enzimático (IE) de todos os isolados que produziram um halo de degradação. O IE foi 

calculado como a razão entre o diâmetro médio do halo e o diâmetro da colônia (Hankin e 

Anagnostakis, 1975). Os isolados fúngicos que apresentaram alta atividade enzimática, aqui 

definidos como E.I. ≥ 2,0 (Lealem e Gashe 1994), foram ainda identificados por análise 

molecular. 

6.2.4 Análises moleculares 

Os isolados fúngicos foram cultivados em caldo de batata natural por cinco dias em 

agitador rotativo (150 rpm) à 27 ° C. A extração do DNA foi realizada usando um kit de 

isolamento de DNA genômico de fungos/leveduras (Norgen Biotek, ON, CAN), seguindo as 

instruções do fabricante. As regiões ITS1-5.8S-ITS2 do fungo foram amplificadas por PCR 

usando os iniciadores ITS1 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' e ITS4 5'-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' (White et al. 1990). A amplificação foi realizada em uma 



43 

 

 

reação de 50 μL contendo 2 μL de DNA genômico, 0,3 μL de Taq DNA polimerase - Platinum® 

5U / µL, 1,25 μL de tampão de reação (10 ×), 2,5 μL de dNTPs (2,5 mM cada), 2,5 μL de MgCl 

(50 mM), 0,5 μL de cada primer (20 μM) e 15,95 μL de água Milli-Q estéril com a seguinte 

programação: 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de desnaturação a 94 °C por 30 s; 

anelamento a 55 °C por 30 s; extensão a 72 °C por 40 s e extensão final a 72 °C por 5 min.  Os 

amplicons foram confirmados por eletroforese em gel de agarose a 1,0% (p/v), purificados com 

kit de purificação de bandas de gel DNA GFX™ PCR (GE Healthcare, EUA) e sequenciados 

seguindo o protocolo BigDye® V3.1 em um sequenciador ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific, 

MA, EUA). 

 

6.2.5 Taxonomia 

A sequência consenso de ambas as cadeias de DNA foi obtida usando o software 

Geneious® 9.0.5 (Kearse et al. 2012). O alinhamento das sequências consenso foi realizado 

com o banco de dados de genomas de fungos depositados no GenBank usando a Ferramenta de 

Busca Básica de Alinhamento Local (BLAST) (Altschul et al. 1990) do Centro Nacional de 

Informações Biotecnológicas (NCBI). Além disso, o banco de dados UNITE também foi usado 

(Nilsson et al. 2018; https://unite.ut.ee/). 

 

6.3 RESULTADOS 

Das 69 larvas de insetos aquáticos coletadas, 46 apresentam crescimento de fungos nas 

placas com o conteúdo intestinal. Um total de 248 fungos foram isolados dos intestinos das 

larvas de Phylloicus, Triplectides e Stenochironomus. Entre esses isolados fúngicos, 175 

produziram celulases: 84 dos intestinos das larvas de Phylloicus, 55 das larvas de Triplectides 

e 36 das larvas de Stenochironomus (Tabela 6). Dos 175 isolados avaliados para produção de 

celulase, 25 apresentaram índice enzimático ≥ 2,0. Considerando todos os fungos isolados dos 

https://unite.ut.ee/
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intestinos de Stenochironomus, 22,4% apresentaram IE ≥ 2,0. Em Triplectides, foram 8% e nas 

larvas de Phylloicus, 6,2% (Tabela 1). 

Tabela 6. Número de isolados totais de fungos e número de isolados positivos para atividade 

celulolítica em cada gênero de inseto aquático fragmentador. A coluna do índice enzimático 

(IE) indica o número de isolados com valores de IE ≥ 2,0. 

  Número de isolados fúngicos  

Gêneros de insetos 

aquáticos  
Número de insetos 

aquáticos com 

crescimento fúngico 

Total Positivo IE ≥ 2.0 

Phylloicus spp. 19 112 84 7 

Triplectides spp. 19 87 55 7 

Stenochironomus spp. 8 49 36 11 

Total 46 248 175 25 

 

A maioria dos isolados fúngicos identificados foram Eurotiomycetes, dos quais 15 

foram identificados como Penicillium (Eurotiales: Trichocomaceae), cujo IE variou de 2,0 a 

4,0. Um desses isolados foi atribuído a Talaromyces (Eurotiales: Trichocomaceae), como pode 

ser visto na Tabela 7, o isolado A1TB1 foi identificado como Penicillium sp. baseado na 

morfologia, mas como Talaromyces purpurogenus (Stoll), com base na análise molecular. 

Outro grupo representativo foi Dothideomycetes, com seis isolados identificados como 

Cladosporium (Capnodiales: Davidiellaceae). O grupo dos Ascomycetes foi representado por 

um isolado do gênero Pestalotiopsis (Xylariales: Amphisphaeriaceae) e o Sordariomycetes foi 

representado por um isolado do gênero Trichoderma (Hypocreales: Hypocreaceae) (Tabela 7; 

Figura 20). 
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Figura 20. Vistas macro e microscópicas dos fungos filamentosos isolados dos intestinos de Phylloicus 

(Trichoptera), Triplectides (Trichoptera) e Stenochironomus (Diptera), plaqueados em meio BDA por 

sete dias à 27 ºC. A1 / A2 - Cladosporium sp.; B1 / B2 - Pestalotiopsis sp.; C1 / C2 - Penicillium 

citrinum; D1 / D2 - Talaromyces purpurogenus; E1 / E2 - Trichoderma harzianum; F1 / F2 - Umbelopsis 

sp.; G1 / G2 - Gliocephalotrichum sp.; H1 / H2 - Penicillium adametzii. 

 

A identificação taxonômica molecular confirmou a maioria de nossas identificações 

baseadas em morfologia (Tabela 7). Dois isolados foram identificados apenas em nível de 

gênero: Gliocephalotrichum (Hypocrales: Nectriaceae) e Umbelopsis (Mucorales: 

Umbelopsidaceae). Quatro isolados foram identificados em nível da espécie: Trichoderma 

harzianum Rifai, Talaromyces purpurogenus, Penicillium adametzii Zalessky e P. citrinum 

Thom.
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Tabela 7. Fungos filamentosos celulolíticos isolados dos intestinos de Phylloicus (Trichoptera), Triplectides (Trichoptera) e Stenochironomus 

(Diptera) - insetos aquáticos fragementadores, na região Amazônica, Brasil. A tabela mostra a identificação morfológica e molecular dos isolados 

com um índice enzimático ≥ 2,0 após o crescimento em meio sintético de carboximetil celulose. M = identificação morfológica; G = genotipagem 

molecular; IE = índice enzimático (índice médio ± DP, n = 3); (*) = porcentagem de similaridade entre as sequências deste estudo e aquelas 

disponíveis nos bancos de dados NCBI e UNITE. 

Número da 

amostra 
Inseto  

Isolado 

fúngico 
Gênero/especie 

Tipo de 

identificação 
IE 

Identidade

* 
Nùmero de acesso 

1 Phylloicus A1PA3 Cladosporium sp. M 2.3±0.3   

2 Phylloicus A1PB5 Pestalotiopsis sp. G 3.1±0.8 97% KF887030.1 

4 Phylloicus A2PA4 Penicillium sp. G 3.9±0.2 99% JQ889696.1 

5 Phylloicus A2PC2 Cladosporium sp. G 2.8±0.5 87% MH655007.1 

11 Phylloicus A5PA3 Gliocephalotrichum sp. G 2.9±0.4 94% MH397480.1 

17 Phylloicus A8PB5 Penicillium sp. M 2.1±0.2   

20 Phylloicus A9PB4 
Trichoderma 

harzianum 
G 2.3±0.1 100% MN262498.1 

2 Triplectides A1TB1 
Talaromyces 

purpurogenus 
G 3.0±0.0 99% MK108916.1 

2 Triplectides A1TB3 Penicillium sp. G 2.0±0.4 97% MK775828.1 

8 Triplectides A4TA1 Penicillium sp. M 2.8±0.3   

8 Triplectides A4TA3 Umbelopsis sp. G 3.7±0.5 98% MF101390.1 

17 Triplectides A8TA5 P. adametzii G 4.0±0.6 99% JN714932.1 

17 Triplectides A8TA7 Penicillium sp. G 3.9±0.4 94% KF848945.1 

17 Triplectides A8TA9 Penicillium sp. G 2.5±0.0 93% MH268036.1 

3 Stenochironomus A1SC3 Penicillium sp. G 2.5±0.1 85% KC181929.1 

4 Stenochironomus A2SA2 Penicillium sp. M 2.1±0.8   

4 Stenochironomus A2SA4 Penicillium sp. M 2.8±0.8   

4 Stenochironomus A2SA5 Penicillium sp. M 2.2±0.1   

5 Stenochironomus A2SB2 Cladosporium sp. M 2.0±0.5   

5 Stenochironomus A2SB3 P. adametizii G 2.0±0.3 99% JN714932.1 
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7 Stenochironomus A3SA1 Cladosporium sp. M 3.1±0.5   

8 Stenochironomus A4SA1 Penicillium sp. G 2.3±0.1 97% MN238763.1 

10 Stenochironomus A4SC2 P. citrinum G 2.1±0.4 99% KM278038.1 

12 Stenochironomus A5SB3 Cladosporium sp. M 2.5±0.1   

13 Stenochironomus A5SC1 Cladosporium sp. M 2.9±0.4     
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6.4 DISCUSSÃO 

Encontrou-se uma interessante diversidade de fungos cultiváveis nos intestinos de larvas 

de insetos aquáticos que ainda não foram estudadas. No geral, descobrimos que as tripas das 

larvas de Phylloicus, Triplectides e Stenochironomus são colonizadas por fungos 

Cladosporium, Gliocephalotrichum, Penicillium, Pestalotiopsis, Talaromyces, Trichoderma e 

Umbelopsis que têm espécies tradicionalmente usadas em aplicações biotecnológicas. 

Curiosamente, entre os isolados, os fungos do gênero Penicillium foram os produtores 

mais comuns e mais eficientes de celulase em meio sólido quando comparado com 

Trichoderma, que é o grupo fúngico mais bem estudado para a celulases, e esses fungos são 

decompositores muito poderosos da celulose cristalina (Galliano et al., 1988, Ahamed e 

Vermette 2008, Gusakov 2011). Existem estudos mostrando que as cepas de Penicillium podem 

ser tão boas quanto as cepas de Trichoderma na produção de celulases, com base em indicadores 

como nível de produção e desempenho hidrolítico da celulase por unidade de atividade ou por 

miligrama de proteína (Gusakov 2011, Syed et al. 2013, Carvalho et al., 2014). Recentemente, 

Santos et al. (2018b) investigaram os fungos filamentosos isolados dos intestinos de larvas de 

Phylloicus usando métodos clássicos e moleculares e encontraram 21 isolados pertencentes ao 

gênero Penicillium. Assim, este estudo corrobora com a existência de uma associação entre 

fungos filamentosos e larvas de insetos aquáticos.  

Outros gêneros de fungos isolados durante este estudo têm atividade celulolítica 

conhecida. Gliocephalotrichum, por exemplo, é comumente considerado como um fungo 

saprófito (Lombard et al. 2014) e este é o primeiro registro de sua associação com intestino de 

larvas de insetos. Umbelopsis, que produziu celulases em meio sólido com carboximetil 

celulose, coloniza substratos ricos em carboidratos simples e foi encontrado associado a insetos 

Curculionidae (Silva et al. 2015). Sabe-se também que Talaromyces está associado a insetos 

como Cynipidae (Hymenoptera) (Seifert et al. 2004) e foi registrado no intestino médio de 
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Aedes aegypti (Diptera) (Angleró-Rodríguez et al. 2017). Algumas espécies de Talaromyces 

(T. emersonii CBS 814.70 e T. cellulolyticus Fujii) são capazes de produzir enzimas 

celulolíticas (Inoue et al. 2014). A espécie T. purpurogenus, que é importante na bioindústria 

devido à capacidade de produzir enzimas celulolíticas (Belancic et al. 1995), foi recentemente 

transferida para o gênero Penicillium (Samson et al. 2011). Recentemente, Talaromyces 

recebeu todas as espécies do subgênero Penicillium Biverticillium (Samson et al. 2011), uma 

vez que esses dois táxons formam um grupo monofilético (Yilmaz et al. 2014). 

Os resultados deste estudo ampliam o conhecimento da diversidade e funções dos 

fungos associados ao intestino de insetos aquáticos, uma vez que poucos estudos semelhantes 

foram realizados com espécies da Amazônia (por exemplo, Santos et al. 2018b). Santos e 

colaboradores (2018b) identificaram fungos isolados do intestino de larvas de Phylloicus nos 

estados do Pará e Tocantins, Brasil, nos biomas Amazônia e Cerrado, respectivamente, 

sugerindo a ocorrência de diferentes comunidades de fungos associados nos ecossistemas. 

Embora existam estudos sobre fungos associados aos insetos, faltam estudos sobre o 

microbioma intestinal (e.g., Fonseca et al. 2008, Pereira et al. 2009). Além disso, estudos sobre 

a micobiota intestinal de insetos aquáticos na Amazônia foram concentrados na classe 

Trichomycetes (e.g., Rios-Velásquez et al. 2002, Alencar et al. 2003). 

Nossos resultados sugerem que a micobota intestinal isolada e avaliada aqui pode 

degradar efetivamente a celulose. A presença de fungos celulolíticos nos intestinos de insetos 

aquáticos fragmentadores pode ser explicada pela preferência por folhas condicionadas por 

microrganismos, que aumentam a palatabilidade das folhas através da decomposição de 

compostos estruturais, diminuindo a resistência das mesmas, tornando-as mais macias devido 

à degradação por enzimas fúngicas durante o condicionamento (Graça et al. 2001, Aßmann et 

al. 2011, Casotti et al. 2015, Biasi et al. 2017, Reis et al. 2018). No experimento de Graça et al. 

2001, as folhas condicionadas foram preferidas pelos insetos em comparação às folhas não-
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condicionadas. Na mesma linha de estudo, Reis et al. 2019 mostrou que altas concentrações de 

taninos em folhas não condicionadas são inibitórias e não são consumidas pelas larvas de 

insetos. Gonçalves-Júnior et al. (2017) compararam as características de cinco folhas comuns 

encontradas em riachos localizados na Reserva Florestal Ducke em Manaus, Amazonas e 

observaram que os insetos analisados, assim como os fragmentadores em geral, eram mais 

frequentes nas folhas de Mabea speciosa Müll. Arg (Euphorbiaceae). As folhas desta espécie 

vegetal apresentaram maior teor de polifenóis e menor quantidade de celulose do que as demais 

plantas do mesmo estudo, além de maior concentração de biomassa fúngica (Gonçalves-Júnior 

et al. 2017). Assim, podemos inferir que esses insetos aquáticos fragmentadores estão se 

alimentando de folhas condicionadas por fungos que iniciam o processo de decomposição por 

meio de enzimas extracelulares, facilitando a digestão pelas larvas (Graça et al. 2001, Aßmann 

et al. 2011, Casotti et al. 2015, Botti et al. 2017, Reis e outros 2018). 

 

6.5 CONCLUSÃO 

Este estudo contribui para o conhecimento da micobiota associada aos intestinos de 

larvas de insetos aquáticos, no entanto, permanece indescritível até que ponto a microbiota 

fúngica influencia a vida de seu hospedeiro. No geral, esperamos que pesquisas futuras sobre a 

microbiota de insetos aquáticos fragmentadores contribuam para o nosso entendimento das 

interações fungos-hospedeiro. A presença de fungos celulolíticos nos intestinos de insetos 

aquáticos reforça o potencial biotecnológico para a prospecção de enzimas celulolíticas. Este 

estudo, também, traz novas informações sobre as identidades e características funcionais dos 

fungos simbióticos de insetos aquáticos na Amazônia que ainda não foram estudados. À medida 

que os dados disponíveis sobre os simbiontes aumentam, aumenta também o entendimento das 

relações ecológicas entre esses fungos e seus hospedeiros. Mais pesquisas são essenciais para 
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entender melhor os processos que ocorrem no sistema fungo-inseto, além do potencial 

biotecnológico desses processos. 
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CAPÍTULO 3 

PRODUÇÃO DE ENZIMAS CELULOLÍTICAS PELO FUNGO Penicillium sp. A2PA4 

ISOLADO DO INTESTINO DE LARVAS DE INSETOS AQUÁTICOS 

FRAGMENTADORES 

7.1 RESULTADOS 

As duas cepas de fungos utilizadas nos experimentos, Penicillium sp. A2PA4, (isolado 

do intestino de Phylloicus) e a cepa comercial Trichoderma reesei QM941 (controle), 

produziram enzimas celulolíticas ao longo das 240 h de fermentação (Tabela 8). 

Tabela 8. Atividade celulolítica de Penicillium sp. A2PA4 e Trichoderma reesei QM941 (controle) 

durante os períodos de fermentação submersa com maior atividade enzimática. 

Atividade 

enzimática 

Penicillium sp. A2PA4 Trichoderma reesei QM941 

Tempo de 

fermentação  U/mL 

Tempo de 

fermentação  U/mL 

Fpase 168 h 0,054±0,0 192 h 0,135±0,0 

CMCase 240 h 0,647±0,0 168 h 2,132±0,1 

β-glucosidase 240 h 1,846±0,1 192 h 0,644±0,1 

 

Para Trichoderma reesei QM9414 os tempos com maiores valores de atividade 

enzimática (FPase) foram 192 h (0,135 U/mL) e 240 h (0,119 U/mL) e para Penicillium sp. 

A2PA4 houve dois momentos de discreta elevação de produção enzimática em 48 h (0,053 

U/mL) e 168 h (0,054 U/mL). A produção de enzimas celulolíticas (atividade de FPase) pelo 

Penicillium sp. A2PA4 foi mais baixa, quando comparada com T. reesei QM9414, com pouca 

variação ao longo do tempo de fermentação (Figura 21), havendo diferença significativa ao 

longo de todo o período de fermentação (α=0,05; p= 0,01; gl= 2). Quanto a atividade enzimática 

de Endoglucanase (CMCase) de Penicillium sp. A2PA4 foi observado um aumento ao longo 

do tempo de incubação do isolado, a maior atividade ocorreu em 240 h de fermentação com 

uma produção de 0,647 U/mL (Figura 21). No geral, a produção de endoglucanase por este 

isolado não foi alta quando comparada com T. reesei QM9414 (α=0,05; p= 0,002; gl= 2), nesse 

último, o pico de produção ocorreu em 72 h (1,864 U/mL) e a produção manteve-se elevada ao 

longo do período de incubação, chegando a 2,132 U/mL em 168 h, em seguida a produção de 

enzima reduziu levemente (Figura 22).  
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Figura 21. Perfil cinético da atividade em papel de filtro (FPase) em função do tempo, produzida por 

fermentação submersa em polpa de celulose até 240 h, 30 ºC, 200 rpm. As amostras foram coletadas 

regularmente em intervalos de 24 h. 

  

 
 

Figura 22. Perfil cinético da atividade endoglucanásica (CMCase) em função do tempo, produzida por 

fermentação submersa em polpa de celulose até 240 h, 30 ºC, 200 rpm. As amostras foram coletadas 

regularmente em intervalos de 24 h. 
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Na atividade de β-glucosidase, Penicillium sp. A2PA4 apresentou maior produção de 

enzimas quando comparado com o T. reesei QM9414 (α=0,05; p= 0,006; gl= 2). Foi observado 

um aumento crescente na produção de β-glucosidase ao longo do período de incubação com a 

maior taxa de produção (1,846 U/mL) em 240 h. A produção de β-glucosidase em T. reesei 

QM9414 foi mais baixa do que em Penicillium sp. A2PA4 e com oscilações ao longo do período 

de incubação. Houve um aumento da produção nas primeiras 24 h (0,219 U/mL) e em seguida 

essa produção diminuiu, voltando a se elevar em 192 h (0,644 U/mL) e, novamente, diminuiu 

em 216 h (Figura 23).  

 

 

Figura 23. Perfil cinético da atividade de β-glucosidase em função do tempo, produzida por fermentação 

submersa em polpa de celulose até 240 h, 30 ºC, 200 rpm. As amostras foram coletadas regularmente 

em intervalos de 24 h. 
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7.2 DISCUSSÃO 

 

Fungos filamentosos se destacam por ter um grande potencial para o desenvolvimento 

industrial e tecnológico de celulases. A busca por fungos que demonstrem excelentes resultados 

na produção enzimática vem ocorrendo por décadas. Sabe-se que as cepas pertencentes ao 

gênero Trichoderma são as mais produtivas por serem potentes degradadoras da celulose 

cristalina (MARGEOT et al., 2009; GUSAKOV, 2011). No entanto, a busca por alternativas às 

enzimas produzidas por espécies desse gênero pode trazer novas cepas mais eficientes na 

degradação da celulose, pois muitas outras cepas de fungos vem demonstrando seu potencial 

para produção de enzimas celulolíticas (IKEDA et al., 2007, MARTINS et al., 2008, EL-

NAGGAR et al., 2015; PAULA et al., 2019). 

Penicillium tem sido estudado por sua alta capacidade de produzir enzimas 

extracelulares com bom desempenho na hidrólise de lignocelulose (CHEN et al., 2010; 

ZAMPIERI et al., 2013; SYAFRIANA et al., 2014) em comparação com outras espécies 

fúngicas (CHEN et al., 2010), pois tem fácil recuperação e estabilidade (BAI et al., 2013). 

Adicionalmente, estudos têm documentado um melhor desempenho na síntese de certas 

celulases quando comparado com enzimas de Trichoderma (BERLIM et al., 2005; GUSAKOV 

et al., 2007; MARTINS et al., 2008; CASTRO et al., 2010).  

Penicillium sp. A2PA4 mostrou habilidade metabólica para a produção de CMCase, 

porém quando comparada com a cepa comercial de T. reesei QM9414 a produção não foi 

elevada, mas é possível perceber que a produção da enzima se mantém ao longo da fermentação. 

Isso demonstra que a produção de glicose ocorre, mas que não houve necessidade de uma 

grande produção de enzimas para a degradação do substrato. Este resultado é semelhante com 

as atividades de endoglucanase (CMCase) de Penicillium citrinum realizadas por Santa-Rosa 

(2018), que obtiveram um valor de 0,604 U/mL. O desempenho de espécies de Penicillium na 

produção de celulases em comparação com enzimas de Trichoderma tem sido bem 

documentado (GUSAKOV et al., 2007; SINGH et al., 2009; CHEKUSHINA et al., 2013), ainda 

assim sua maior vantagem é na produção de β-glucosidase (GUSAKOV, 2011).   

Penicillium sp. A2PA4 demonstrou maior produção de β-glucosidase quando 

comparado com a cepa T. reesei QM9414. Uma das razões para um melhor desempenho de 

Penicillium sp. pode ser uma atividade específica mais alta de enzimas-chave na biodegradação 

de celulose e, em particular, a de celobiohidrolases (GUSAKOV et al., 2007; MORAZOVA et 
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al., 2010). Além de outras propriedades das celulases, como termoestabilidade, suscetibilidade 

à inibição do produto, adsorção à lignina ou inibição por compostos derivados da lignina 

(VOUTILAINEN et al., 2008; KROGH et al., 2009; LEE et al., 2010). No estudo de Santa-

Rosa et al. (2018) com Penicillium citrinum, a produção de β-glucosidase foi maior a partir de 

96 h com um pico máximo em 216 h (0,058 U/mL). Sendo esta produção β-glucosidase mais 

baixa do que a encontrada em T. reesei QM9414 (0,644 U/mL) e no Penicillium sp. A2PA4 

(1,846 U/mL) no presente estudo. Espécies de Trichoderma, em particular, T. reesei recebem 

bastante atenção quanto a produção de enzimas celulolíticas, mas a atividade da β-glucosidase 

desta espécie é baixa de acordo com Peterson e Nevalainen (2012). Ainda neste ensaio, 

observou-se uma variação na produção de β-glucosidase pela cepa T. reesei QM9414, onde há 

dois picos de produção mais elevados, porém a produção não se mantém estável por muito 

tempo. Possivelmente, o nível de açúcares redutores no meio de cultivo estava elevado 

causando um efeito repressivo na síntese enzimática (BOTELLA et al., 2007) e a partir da 

diminuição do açúcar no meio a cepa retomou a produção de enzimas.  

A β-glucosidase é indispensável para aumentar a produção de glicose em substratos 

celulósicos, já que esta enzima atua em oligossacarídeos e dímeros derivados da hidrólise inicial 

de celulases, liberando os monômeros de açúcares redutores (DAVIES; HENRISSAT, 1995). 

Diante disso, os resultados obtidos pelo Penicillium sp. A2PA4 demonstram que este fungo é 

um candidato promissor para a produção de β-glucosidase, a qual pode ser utilizada em 

conjunto com enzimas produzidas por outros fungos no intuito de melhorar o processo de 

degradação de substratos celulósicos na indústria. Ainda, podendo ser utilizada em expressão 

heteróloga, juntamente com outras celulases e hemicelulases, hidrolisando a biomassa ou 

agindo como enzimas acessórias. 
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7.3 CONCLUSÃO 

 

A avaliação qualitativa da atividade celulolítica por meio do índice enzimático, cujos 

resultados estão descritos no capítulo 2, mostrou que a maioria dos fungos isolados do intestino 

das larvas de insetos aquáticos fragmentadores produziu enzimas que hidrolisam celulose. 

Dessa forma, este teste qualitativo tem uma boa resposta para seleção inicial de fungos 

produtores de enzimas celulolíticas. E, utilizando-se o critério do índice enzimático, pode-se 

selecionar isolados fúngicos com potencial produção de celulases.  

A cepa Penicillium sp. A2PA4 mostrou-se capaz de produzir celulases por meio de 

fermentação submersa com produção de endoglucanase e β-glucosidase em nível igual e/ou 

maior aos citados na literatura e aos utilizados industrialmente. Para verificar a viabilidade 

industrial de Penicillium sp. A2PA4 serão necessários testes pilotos para verificar a 

escalabilidade da produção enzimática, seu desempenho hidrolítico na degradação de substratos 

celulósicos, além de outros parâmetros, como produtividade da cepa, concentração de proteínas 

no final da fermentação seguidos de etapas de purificação, efeito do pH e temperatura. 

Diante dos resultados, volta-se a atenção para um nicho da microbiologia ambiental 

pouco explorado, o intestino de larvas de insetos aquáticos. Esse substrato se apresenta 

doravante como um potencial para a busca de novos fungos produtores de enzimas celulolíticas. 
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CAPÍTULO 4 

ANÁLISE DO TRANSCRIPTOMA DO INTESTINO DE LARVAS DE Phylloicus 

amazonas PATHER, 2003  

8.1 RESULTADOS 

8.1.1 Sequências do transcriptoma 

 A biblioteca de cDNA gerou 63.484.572 reads (leituras) de sequenciamento bruto, com 

um comprimento médio de 75 pb. Os dados brutos foram filtrados para remoção das sequências 

de baixa qualidade resultando em 56.038.396 reads de alta qualidade. Com a montagem De 

novo obteve-se um resultado de 22.919 contigs (sequências), com um N50 de 765 pb e média 

de comprimento de 592 pb (Tabela 9). 

 

Tabela 9. Visão geral do sequenciamento Illumina e estatísticas da montagem De novo do transcriptoma 

de Phylloicus amazonas (Trichoptera: Calamoceratidae). 

Sequenciamento 

Reads brutos (paired-end) 63,484,572 

Reads de alta qualidade 56,038,396 

GC (%) 48 

Montagem De novo  

Contigs montados  22,919 

Média de comprimentos 

dos contigs (bp) 
592 

N50 765 

 

8.1.2 Identificação dos transcritos e dados da anotação 

 Dos contigs analisados, 1.538 tiveram hits (similaridade) no BLASTx, enquanto 13.865 

não mostraram hits com as sequências do banco de dados não-redundante. Dos mesmos contigs 

analisados, 5.182 apresentaram GO hit no mapeamento de termos funcionais, ou seja, 40% das 

sequências foram anotadas (Figura 24). 
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Figura 24. Resultado do BLAST e anotação executados no software Blast2GO. 

 

 Os contigs analisados apresentaram simililaridade com diversas espécies de outros 

insetos ao longo do processo de anotação. As 10 espécies que mais tiveram suas sequências 

comparadas com as sequências de P. amazonas foram Papilio xuthus L., Helicoverpa armigera 

(Hubner), Papilio machaon L., Spodoptera litura (Fabricius), Bombyx mori L., Amyelois 

transitella (Walker), Bicyclus anynana (Butler), Plutella xylostella (L.) e Pieris rapae L. 

(Figura 25). Todas essas sequências pertencem a ordem Lepidoptera com exceção de 

Cryptotermes secundus (Hill), a qual pertence a ordem Blattodea. As cinco espécies mais 

representativas numericamente foram P. xuthus, a qual obteve mais sequências comparadas 

com P. amazonas com 8.219 hits; H. armigera com 7.387 hits, P. machaon com 6.213 hits, S. 

litura com 5.976 hits e B. mori com 5.887 hits. 

 Ainda durante o processo de anotação, foi feita a distribuição das espécies com melhores 

hits, onde a análise leva em consideração apenas a distribuição das espécies com o melhor 

alinhamento, ou seja, menor E-value, dentre os possíveis resultados do BLAST. Da mesma 

forma, todos os primeiros cinco melhores hits foram comparados com sequências de 

Lepidoptera: P. xylostella (488 hits), A. transitella (471 hits), S. litura (426 hits), B. mori (421 

hits) e H. armigera (376 hits).  
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Figura 25. Distribuição das 10 espécies (Lepidoptera e Blattodea) que mais frequentemente 

apresentaram similaridade com as sequências Phylloicus amazonas (Trichoptera: Calamoceratidae). 

 

8.1.3 Ontologia gênica 

 Utilizando a ferramenta computacional Gene Ontology (GO, NCBI) foi possível a 

inferir a quantidade de sequências relacionadas a cada categoria do banco de dados do GO. Esta 

análise resultou em transcritos com termos atribuídos a categorias de Função Molecular, 

Processo Biológico e Componente Celular com 6.890 (38,5%), 6.456 (36,1%) e 4.530 (25,3%), 

respectivamente (Figura 26).  

 Para o termo Função Molecular, os contigs envolvidos em atividade catalítica (2.654) e 

reação de binding (2.412) são os mais frequentes. Na categoria de atividade catalítica, os termos 

mais frequentes encontrados foram atividade de transferase (175), atividade de hidrolase (149), 

atividade de oxidoredutase (144), podendo estar envolvidas no processo de degradação da 

celulose. Para categoria reação de binding foram ligação de ATP (500), ligação de íon (287), 

ligação de ácido nucléico (193), estes termos estão demonstrados na Figura 27. 

 Para o termo Processo Biológico, processo de oxidação-redução (177) foi o mais 

encontrado, seguido pelo processo de tradução (102) e transporte transmembrana (93). A figura 

27 traz outros termos associados a este domínio. No termo Componente Celular, os contigs 

envolvidos em componente integral da membrana (737), membrana (426) e núcleo (388) foram 

os mais abundantes.   
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Figura 26. Classificação geral das sequências obtidas na análise do transcriptoma de Phylloicus 

amazonas (Trichoptera: Calamoceratidae) de acordo com os termos da Gene Ontology (GO).
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Figura 27. Distribuição dos transcritos anotados nos termos do Gene Ontology (GO).
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8.1.4 Classificação enzimática 

 Um total de 1.386 sequências foram encontradas com predição de atividade enzimática. 

A classe de enzimas mais representada dentro das sequências de P. amazonas foi Hidrolase 

(E.C. 3) com 691 sequências seguida pelas Transferases (E.C. 2) com 347 sequências e 

Oxidoredutases (E.C. 1) com 183 sequências. Em menores números foram encontradas Ligases 

(69 sequências, E.C. 6), Isomerases (52 sequências, E.C. 5) e Liases (44 sequências, E.C. 4), 

respectivamente (Figura 28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Porcentagem das sequências de P. amazonas (Trichoptera: Calamoceratidae) encontrada nas 

principais classes enzimáticas.  

 

8.1.5 Genômica comparativa de genes expressos de celulases 

 A análise funcional dos genes expressos por P. amazonas identificou possíveis genes 

codificadores de enzimas com atividade em carboidratos com duas famílias de glicosil 

hidrolases (GH1 e GH48), as quais foram identificadas como Endoglucanase e β-glicosidase. 

Sequências de enzimas celulolíticas (Endoglucanase, Exoglucanase e β-glicosidase) 

disponíveis no NCBI foram comparadas com sequências do transcritoma de P. amazonas.  Estas 

sequências foram analisadas quanto a sua similaridade com sequências de outras espécies de 

insetos e de fungos (Tabelas 10 e 11), sendo possível observar que as sequências dos genes que 
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expressaram Endoglucanase em P. amazonas tem 100% de similaridade com as sequências de 

Leptinotarsa decemlineata (Say) (Insecta: Coleoptera) e somente 62,1% é similar com a 

sequência de Rhizopus microsporus Tiegh. (Fungi). O mesmo ocorreu com as sequências dos 

genes de β-glicosidase expressos por P. amazonas, onde tiveram maior similaridade com as 

sequências de insetos do que com as sequências de fungos, veja tabela 10.  

 

Tabela 10. Presença de genes β-glucosidase e Endoglucanase expressos no transcriptoma de P.  

amazonas por contig utilizando o banco de dados NCBI nr. *Sequências correspondentes no banco de 

dados que estão vinculados a um determinado táxon. 

 

 

Tabela 11. Presença de genes β-glucosidase e Endoglucanase expressos no transcriptoma de P. 

amazonas por contig utilizando o banco de dados de fungos. *Sequências correspondentes no banco de 

dados que estão vinculados a um determinado táxon. 

 

 

Contig Enzima Organismo* E-value Score Similaridade 
Número de 

acesso 

18165 Endoglucanase L. decemlineata 4,60E-61 641 100,0% ADU33352 

22815 Endoglucanase L. decemlineata 6,32E-66 240 100,0% ADU33352 

21385 β-glucosidase  H. armigera 6,86E-22 466 85,5% PZC77127 

17248 
β-glucosidase  

B. anynana 1,79E-40 485 85,2% 
XP_0239494

51 

6151 
β-glucosidase  

S. litura 3,77E-34 524 81,3% 
XP_0228305

60 

2943, 6151 β-glucosidase  A. darlingi 5,57E-34 534 79,2% ETN64736 

61, 410,  

2752 

β-glucosidase  
A. transitella 0 516 72,2% 

XP_0131828

36 

17 β-glucosidase  P. xuthus 0 511 72,0% KPJ12243 

189, 3193 β-glucosidase  C. lapponica 0 495 72,0% AJE75667 

Contig Enzima Organismo* E-value Score Similaridade 
Número de 

acesso 

6132 β-glucosidase Fusarium oxysporum 2,46E-09 487 57.5% 
XP_01825155

0 

10985 β-glucosidase Penicillium expansum 1,93E-52 483 53.5% 
XP_01659780

8 

22815 Endoglucanase Rhizopus microsporus 8,10E-23 241 62.1% 
XP_02346570

9 
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8.1.6 Genes expressos não relacionados à celulases 

 Transcritos de pectinase (GH 28) e quitinase (GH 18) com uma alta similaridade com 

sequências de outros insetos, também, estão presentes no transcriptoma do intestino de P. 

amazonas (Tabela 12). Foi observado que as sequências dos genes que expressaram pectinase 

em P. amazonas tem 100% de similaridade com as sequências de Leptinotarsa decemlineata 

(Coleoptera), 89,4% de similaridade com P. machaon (Lepidoptera) e 80,2% de similaridade 

com Galleria mellonella (Lepidoptera), respectivamente. 

 

Tabela 12. Presença de genes de Pectinase e Qutinase expressos no transcriptoma de P. amazonas 

utilizando o banco de dados NCBI nr. *Sequências correspondentes no banco de dados que estão 

vinculados a um determinado táxon. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Contig Enzima Organismo* E-value Score Similaridade 
Número de 

acesso  

1046 Quitinase L. decemlineata  2,10 E-1-7  100% XP_023015726 

11550 Pectinase L. decemlineata  2,00 E-85 263 100% AEX93414 

13252 Pectinase Papilio machaon  1,00 E-76  89.4% KPJ10750 

13252 Pectinase G. mellonella  2,00E-78 251 80,20% KPJ10750 
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8.2 DISCUSSÃO  

 

 São diversos os processos biológicos e fisiológicos envolvidos no sistema digestório de 

um inseto, por exemplo, digestão de alimentos, interação com microrganismos simbiontes, 

desintoxicação, entre outros. Com abordagens mais amplas como a de RNAseq aplicadas ao 

transcriptoma é possível analisar a expressão gênica, descobrir novas regiões dos genomas que 

são transcritas, identificar moléculas de RNAs que participam de processos regulatórios e 

estudar a expressão diferencial em diferentes locos (SOUZA, 2015).   

 Até o momento, nenhum transcriptoma do intestino de larvas de Phylloicus 

(Trichoptera: Calamoceratidade) havia sido analisado, os estudos existentes foram sobre o 

transcriptoma da larva de Micropterma lateralis (Stephens) (Trichoptera: Limnephilidae) 

(HOPPELER et al. 2016),  da antena de Rhyacophila nubila Zetterstedt (Trichoptera: 

Rhyacophilidae) (YUVARAJ et al. 2018), de adultos de Stenopsyche tienmushanensis Hwang 

(Trichoptera: Stenopsychidae) (LUO et al. 2018) e transcriptoma de adultos de Trichoptera para 

estudo filogenético sobre a ordem (KJER et al. 2016). A análise de transcriptomas específicos 

do intestino de insetos pode contribuir com o conhecimento sobre componentes moleculares 

específicos e, também, pode identificar moléculas com potencial para aplicações práticas. A 

análise do perfil de transcrição de larvas de P. amazonas em busca da presença de genes de 

celulases trouxe a primeira caracterização da expressão gênica dessa espécie. 

 A genômica comparativa de genes que expressam celulases mostrou uma alta 

similaridade das sequências de celulases de P. amazonas com sequências de outros insetos, 

como da ordem Lepidoptera. Isso pode ser explicado por duas premissas: 1) As espécies 

pertencentes a esta ordem são mais estudadas e devido a isso existe uma maior quantidade de 

sequências depositadas no BLAST. Das 16 mil espécies descritas de Trichoptera até o momento 

(https://entweb.sites.clemson.edu/database/trichopt/), apenas seis possuem seu genoma 

completo depositado no banco de dados do Genbank e dentre essas seis nenhuma pertence à 

mesma família Calamoceratidae, a qual pertence P. amazonas; 2) Tal ordem de insetos está, 

filogeneticamente, relacionada com a ordem de P. amazonas, sendo reconhecidas como grupos 

irmãos (GULLAN; CRANSTON, 2017). Essa proximidade entre as duas ordens valida as 

sequências de celulases comparadas, já que não existe um banco de dados de sequências 

nucleotídicas sobre intestino de larvas de Trichoptera. Uma comparação, também, foi realizada 

contra o banco de dados de fungos, os resultados obtidos foram de baixa similaridade entre as 

https://entweb.sites.clemson.edu/database/trichopt/
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sequências de celulases de P. amazonas e sequências de fungos celulolíticos. Dessa forma, pode 

ser inferido que as sequências analisadas neste transcriptoma são endógenas e não de 

simbiontes.   

 Outras enzimas de interesse foram encontradas: pectinase e quitinase. Pectinases são 

enzimas que hidrolisam ligações glicosídicas ao longo da cadeia carbônica da pectina e, 

geralmente, são produzidas por fungos filamentosos, leveduras e bactérias (UENOJO; 

PASTORE, 2014). Shelomi et al. (2014) ao analisarem o transcriptoma do intestino médio de 

Phasmida (bicho-pau) descobriram que as enzimas são endógenas e que esses insetos obtiveram 

os genes através da transferência horizontal de bactérias. No entanto, quando as sequências de 

P. amazonas foram analisadas contra o banco de dados de microrganismos, estas mostraram 

baixa similaridade com sequências de pectinase de outros organismos como fungos e bactérias.  

 As quitinases são enzimas do tipo glicosil hidrolases que clivam ligações β-1,4 entre 

unidades de N-acetilglicosaminas da quitina (BARRETTO et al., 2011), os principais 

produtores de quitinases são os organismos que possuem quitina no seu exoesqueleto (insetos) 

ou parede celular (fungos) (YAMAGUCHI, 2003). Uma hipótese sugerida por Scully et al. 

(2013) é de que as quitinases identificadas em besouros da família Cerambycidae estariam 

envolvidas na degradação da parede celular de fungos associados aos recursos alimentares para 

ser utilizada como fonte de nitrogênio e carboidrato. Em P. amazonas foram identificadas 

sequências de quitinases com alta similaridade com sequências de uma espécie de besouro, 

sugerindo que os genes são endógenos, pois correspondem a genes de insetos.  
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8.3 CONCLUSÃO 

 O presente estudo contribui com o incremento do conhecimento sobre genes de 

celulases em insetos da ordem Trichoptera, mostrando a ocorrência desses genes em larvas de 

insetos aquáticos fragmentadores, mesmo este sendo um grupo de insetos que possui importante 

função ecológica em ecossistemas aquáticos, nunca havia sido estudado nesse nível de 

abordagem.  

Os resultados obtidos por meio do estudo do transcriptoma de larvas de P. amazonas 

sugerem que as sequências de celulases identificadas são endógenas e que, provavelmente, 

agem em conjunto com as celulases de fungos celulolíticos associados. Também, foi possível 

identificar genes de outras enzimas, como pectinase e quitinase, as quais são de grande 

importância biotecnológica. 
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9. CONCLUSÃO GERAL 

  

 O presente estudo trouxe resultados de grande relevância para a ciência, demonstrando 

que há interação entre fungos simbiontes e larvas de insetos aquáticos fragmentadores, os 

fungos simbiontes tem potencial para produção de celulases, existe uma diversidade de fungos 

associados ao intestino dessas larvas que deve ser estudada mais profundamente, e além de 

mostrar que larvas de P. amazonas possuem genes de celulases endógenos. Estudos sobre 

fungos associados ao intestino de insetos aquáticos contribuem para um melhor entendimento 

dessa interação, tanto sobre a diversidade dos fungos quanto sua interação biológica e 

ecológica.  

 A comunidade fúngica do intestino das larvas dos insetos aquáticos analisadas é 

abundante em Penicillium, no entanto, tem a presença de outros gêneros bastante conhecidos 

pela ciência, como fungos já descritos associados a insetos imaturos e adultos, fungos 

celulolíticos, fungos que produzem pigmentos e patogênicos. Por meio da análise qualitativa, 

utilizando-se de halo de hidrólise foi possível indicar que os isolados fúngicos são celulolíticos 

e que a análise quantitativa, com o índice enzimático, é um excelente método para se fazer uma 

seleção de fungos com potencial para produção de celulases.  No entanto, esforços devem ser 

realizados para que pesquisas de bioprospecção de fungos celulolíticos em insetos tenham mais 

espaço na pesquisa.  

 A abordagem metodológica de análise do transcriptoma do intestino de larvas de P. 

amazonas trouxe resultados inéditos para a ciência. Sendo possível demonstrar que esta espécie 

de inseto aquático possui genes que expressam enzimas celulolíticas, como a β-glucosidase e a 

Endoglucanase. Fato que indica que a atividade de degradação das folhas ingeridas pelas larvas 

pode ser realizada em conjunto: enzimas celulolíticas dos fungos associados e enzimas 

endógenas.  
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APÊNDICES 

 

APÊNDICE A -  Locais de coletas na Reserva Florestal Adolfo Ducke, município de Manaus, 

Amazonas, Brasil. 

Ponto de coleta Igarapé Latitude Longitude 

1 Acará 33 02°57'10.30"S 59°57'30.10"W 

2 Acará 14 02°57'29.00"S 59°57'48.00"W 

3 Barro Branco 02°55'48.46"S 59°58'26.43"W 

4 Acará 22 02°56'05.30"S 59o57'14.79"W 

5 Acará 23 02°56'44.97"S 59o57'31.16"W 

6 Bolívia 21 02°59'39.70"S 59o55'39.09"W 

7 Bolívia 14 02°58'15.17"S 59o56'40.12"W 

8 Tinga 22 02°56'11.67"S 59o54'16.00"W 

9 Água Branca 02°55'08.59"S 59o54'44.60"W 

10 Ipiranga 21 02°59'35.29"S 59o53'45.67"W 

 

 

 

APÊNDICE B - Volume e concentração dos reagentes utilizados na reação de PCR. 

Reagentes/ concentração inicial Quantidade na reação 

Taq DNA polimerase - Platinum® 5U/µL 0,2 μL 

Tampão 10 X 2,0 μL 

MgCl2 50 mM 1,0 μL 

dNTPs 10 mM 0,5 μL 

Primer foward 10 µM 0,5 μL 

Primer reverse 10 µM 0,5 μL 

DNA fúngico 20 ng/µL 1,5 μL 

Água 18,8 μL 

 25 µL 
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APÊNDICE C - Composição do meio de triagem em placas de Petri. 

Componentes Concentração (g/L) 

NaNO3 3,0 

K2HPO4 1,0 

MgSO4 0,5 

KCl 0,5 

FeSO4.7H2O 0,01 

CMC 10,0 

Ágar 20,0 

  

APÊNDICE D -  Meio basal proposto por Mandels; Weber (1969). 

Componentes Concentração (g/L) 

KH2PO4 2,0 

(NH4)SO4 1,4 

CaCl2.2H2O 0,3 

MgSO4.7H2O 0,3 

FeSO4.7H2O 0,005 

MnSO4.7H2O 0,0016 

ZnSO4.7H2O 0,0014 

CoCl2 0,002 

Peptona 1,0 

Ureia 0,3 

Extrato de levedura 0,25 
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APÊNDICE E - Contagem de UFC obtidas dos tratos digestivos de Phylloicus (Trichoptera). UFC/mL = nº de colônias x fator de diluição (1) / alíquota 

plaqueada (0,1 mL).  

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

1 Intestino de Phylloicus A1PA A 96 

3040 

188,4 

1 Intestino de Phylloicus A1PA B 116 

1 Intestino de Phylloicus A1PA C 92 

    Total de colônias A1PA 304 

1 Intestino de Phylloicus A1PB A 3 

110 

1 Intestino de Phylloicus A1PB B 5 

1 Intestino de Phylloicus A1PB C 3 

    Total de colônias A1PB 11 

1 Intestino de Phylloicus A1PC  A 0 

20 

1 Intestino de Phylloicus A1PC  B 1 

1 Intestino de Phylloicus A1PC  C 1 

    Total de colônias A1PC 2 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

2 Intestino de Phylloicus A2PA A 1 

110 

191,15 

2 Intestino de Phylloicus A2PA B 7 

2 Intestino de Phylloicus A2PA C 3 

    Total de colônias A2PA   11 

2 Intestino de Phylloicus A2PB A 36 

1270 

2 Intestino de Phylloicus A2PB B 43 

2 Intestino de Phylloicus A2PB C 48 

    Total de colônias A2PB   127 

2 Intestino de Phylloicus A2PC A 2 50 
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2 Intestino de Phylloicus A2PC B 1 

2 Intestino de Phylloicus A2PC C 2 

2   Total de colônias A2PC   5 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

3 Intestino de Phylloicus A3PA A 69 

1310 

1396,9 

3 Intestino de Phylloicus A3PA B 35 

3 Intestino de Phylloicus A3PA C 27 

    Total de colônias A3PA   131 

3 Intestino de Phylloicus A3PB A 12 

430 

3 Intestino de Phylloicus A3PB B 16 

3 Intestino de Phylloicus A3PB C 15 

    Total de colônias A3PB   43 

3 Intestino de Phylloicus A3PC A 178 

4840 

3 Intestino de Phylloicus A3PC B 152 

3 Intestino de Phylloicus A3PC C 154 

    Total de colônias A3PC   484 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

4 Intestino de Phylloicus A4PA A 0 

10 

10 
4 Intestino de Phylloicus A4PA B 1 

4 Intestino de Phylloicus A4PA C 0 

    Total de colônias A4PA   1 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

5 Intestino de Phylloicus A5PA A 7 

180 

180 5 Intestino de Phylloicus A5PA B 4 

5 Intestino de Phylloicus A5PA C 7 
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    Total de colônias A5PA   18 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

6 Intestino de Phylloicus A6PA A 5 

100 

149,7 

6 Intestino de Phylloicus A6PA B 3 

6 Intestino de Phylloicus A6PA C 2 

    Total de colônias A6PA   10 

6 Intestino de Phylloicus A6PB A 5 

210 

6 Intestino de Phylloicus A6PB B 6 

6 Intestino de Phylloicus A6PB C 10 

    Total de colônias A6PB   21 

6 Intestino de Phylloicus A6PC A 4 

160 

6 Intestino de Phylloicus A6PC B 9 

6 Intestino de Phylloicus A6PC C 3 

    Total de colônias A6PC   16 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

7 Intestino de Phylloicus A7PA A 1 

40 

40 
7 Intestino de Phylloicus A7PA B 3 

7 Intestino de Phylloicus A7PA C 0 

    Total de colônias A7PA   4 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

8 Intestino de Phylloicus A8PA A 122 

3090 

824,4 
 
 
 
 

8 Intestino de Phylloicus A8PA B 109 

8 Intestino de Phylloicus A8PA C 78 

    Total de colônias A8PA   309 

8 Intestino de Phylloicus A8PB A 12 220 
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8 Intestino de Phylloicus A8PB B 8  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

8 Intestino de Phylloicus A8PB C 2 

    Total de colônias A8PB   22 

8 Intestino de Phylloicus A8PC A 5 

170 

8 Intestino de Phylloicus A8PC B 7 

8 Intestino de Phylloicus A8PC C 5 

    Total de colônias A8PC   17 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

9 Intestino de Phylloicus A9PA A 4 

90 

257,99 

9 Intestino de Phylloicus A9PA B 2 

9 Intestino de Phylloicus A9PA C 3 

    Total de colônias A9PA   9 

9 Intestino de Phylloicus A9PB A 2 

60 

9 Intestino de Phylloicus A9PB B 2 

9 Intestino de Phylloicus A9PB C 2 

    Total de colônias A9PB   6 

9 Intestino de Phylloicus A9PC A 66 

3180 

9 Intestino de Phylloicus A9PC B 145 

9 Intestino de Phylloicus A9PC C 107 

    Total de colônias A9PC   318 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

10 Intestino de Phylloicus A10PA A 52 

1140 

279,7 10 Intestino de Phylloicus A10PA B 62 

10 Intestino de Phylloicus A10PA C 0 
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    Total de colônias A10PA   114 

10 Intestino de Phylloicus A10PB A 1 

30 

10 Intestino de Phylloicus A10PB B 1 

10 Intestino de Phylloicus A10PB C 1 

    Total de colônias A10PB   3 

10 Intestino de Phylloicus A10PC A 5 

640 

10 Intestino de Phylloicus A10PC B 18 

10 Intestino de Phylloicus A10PC C 41 

    Total de colônias A10PC   64 

     

  
 Total de UFC/mL das larvas 

de Phylloicus 20820 2934,88 
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APÊNDICE F - Contagem de UFC obtidas dos tratos digestivos de Triplectides (Trichoptera). UFC/mL = nº de colônias x fator de diluição (1) / alíquota 

plaqueada (0,1 mL).  

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

1 Intestino de Triplectides A1TA A 51 

1710 

284,7365987 

1 Intestino de Triplectides A1TA B 60 

1 Intestino de Triplectides A1TA C 60 

    Total de colônias A1TA 171 

1 Intestino de Triplectides A1TB A 3 

150 

1 Intestino de Triplectides A1TB B 10 

1 Intestino de Triplectides A1TB C 2 

    Total de colônias A1TB 15 

1 Intestino de Triplectides A1TC A 1 

90 

1 Intestino de Triplectides A1TC B 6 

1 Intestino de Triplectides A1TC C 2 

  Total de colônias A1TC 9 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

2 Intestino de Triplectides A3TA A 5 

90 

44,81404747 

2 Intestino de Triplectides A3TA B 2 

2 Intestino de Triplectides A3TA C 2 

    Total de colônias A3TA 9 

2 Intestino de Triplectides A3TB A 0 

20 

2 Intestino de Triplectides A3TB B 1 

2 Intestino de Triplectides A3TB C 1 

    Total de colônias A3TB 2 

2 Intestino de Triplectides A3TC A 2 50 
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2 Intestino de Triplectides A3TC B 1 

2 Intestino de Triplectides A3TC C 2 

  

Total de colônias 
A3TC  5 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

4 Intestino de Triplectides A4TA A 2 

50 

131,0370697 

4 Intestino de Triplectides A4TA B 2 

4 Intestino de Triplectides A4TA C 1 

    Total de colônias A4TA 5 

4 Intestino de Triplectides A4TB A 3 

450 

4 Intestino de Triplectides A4TB B 14 

4 Intestino de Triplectides A4TB C 28 

    Total de colônias A4TB 45 

4 Intestino de Triplectides A4TC A 2 

100 

4 Intestino de Triplectides A4TC B 3 

4 Intestino de Triplectides A4TC C 5 

    Total de colônias A4TC 10 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

6 Intestino de Triplectides A6TA A 47 
 
 
 

1320 

432,2899288 

6 Intestino de Triplectides A6TA B 32 

6 Intestino de Triplectides A6TA C 53 

    Total de colônias A6TA 132 

6 Intestino de Triplectides A6TB A 31 

360 

6 Intestino de Triplectides A6TB B 2 

6 Intestino de Triplectides A6TB C 3 

    Total de colônias A6TB 36 
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6 Intestino de Triplectides A6TC A 6 

170 

6 Intestino de Triplectides A6TC B 5 

6 Intestino de Triplectides A6TC C 6 

  Total de colônias A6TC 17 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

7 Intestino de Triplectides A7TA A 2 

80 

44,26727679 

7 Intestino de Triplectides A7TA B 2 

7 Intestino de Triplectides A7TA C 4 

    Total de colônias A7TA 8 

7 Intestino de Triplectides A7TB A 2 

40 

7 Intestino de Triplectides A7TB B 1 

7 Intestino de Triplectides A7TB C 1 

    Total de colônias A7TB 4 

7 Intestino de Triplectides A7TC A 1 

60 

7 Intestino de Triplectides A7TC B 1 

7 Intestino de Triplectides A7TC C 4 

    Total de colônias A7TC 6 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

8 Intestino de Triplectides A8TA A 2 

110 

110 
8 Intestino de Triplectides A8TA B 8 

8 Intestino de Triplectides A8TA C 1 

  Total de colônias A8TA 11 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

10 Intestino de Triplectides A10TA A 2 

60 
54,51361778 

10 Intestino de Triplectides A10TA B 2 
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10 Intestino de Triplectides A10TA C 2 

    Total de colônias A10TA 6 

10 Intestino de Triplectides A10TB A 1 

30 

10 Intestino de Triplectides A10TB B 1 

10 Intestino de Triplectides A10TB C 1 

    Total de colônias A10TB 3 

10 Intestino de Triplectides A10TC A 1 

90 

10 Intestino de Triplectides A10TC B 1 

10 Intestino de Triplectides A10TC C 1 

    Total de colônias A10TC 9 

    Total de UFC/mL das larvas de Triplectides 5140 1101,66 
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APÊNDICE G - Contagem de UFC obtidas dos tratos digestivos de Stenochironomus (Diptera). UFC/mL = nº de colônias x fator de diluição (1) / alíquota 

plaqueada (0,1 mL).  

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

1 Instestino de Stenochironomus A1SA A 2 

30 

26,20741394 

1 Instestino de Stenochironomus A1SA B 0 

1 Instestino de Stenochironomus A1SA C 1 

    Total de colônias A1SA 3 

1 Instestino de Stenochironomus A1SB A 1 

20 

1 Instestino de Stenochironomus A1SB B 1 

1 Instestino de Stenochironomus A1SB C 0 

    Total de colônias A1SB 2 

1 Instestino de Stenochironomus A1SC A 1 

30 

1 Instestino de Stenochironomus A1SC B 2 

1 Instestino de Stenochironomus A1SC C 0 

  Total de colônias A1SC 3 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

2 Instestino de Stenochironomus A2SA A 16 

230 

105,4628097 

2 Instestino de Stenochironomus A2SA B 4 

2 Instestino de Stenochironomus A2SA C 3 

    Total de colônias A2SA 23 

2 Instestino de Stenochironomus A2SB A 1 

30 

2 Instestino de Stenochironomus A2SB B 1 

2 Instestino de Stenochironomus A2SB C 1 

    Total de colônias A2SB 3 
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2 Instestino de Stenochironomus A2SC A 1 

170 

2 Instestino de Stenochironomus A2SC B 0 

2 Instestino de Stenochironomus A2SC C 16 

  Total de colônias A2SC 17 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

3 Instestino de Stenochironomus A3SA  1 

10 10   Total de colônias A3SA 1 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

4 Instestino de Stenochironomus A4SA A 1 

10 

24,49489743 

4 Instestino de Stenochironomus A4SA B 0 

4 Instestino de Stenochironomus A4SA C 0 

    Total de colônias A4SA 1 

4 Instestino de Stenochironomus A4SB A 3 

60 

4 Instestino de Stenochironomus A4SB B 3 

4 Instestino de Stenochironomus A4SB C 0 

    Total de colônias A4SB 6 

4 Instestino de Stenochironomus A4SC A 0 

0 

4 Instestino de Stenochironomus A4SC B 0 

4 Instestino de Stenochironomus A4SC C 0 

  Total de colônias A4SC 0 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

5 Instestino de Stenochironomus A5SA A 1 

10 15,87401052 

5 Instestino de Stenochironomus A5SA B 0 

5 Instestino de Stenochironomus A5SA C 0 

    Total de colônias A5SA 1 
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5 Instestino de Stenochironomus A5SB A 1 

40 

5 Instestino de Stenochironomus A5SB B 3 

5 Instestino de Stenochironomus A5SB C 0 

    Total de colônias A5SB 4 

5 Instestino de Stenochironomus A5SC A 0 

10 

5 Instestino de Stenochironomus A5SC B 1 

5 Instestino de Stenochironomus A5SC C 0 

  Total de colônias A5SC 1 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

6 Instestino de Stenochironomus A6SA A 0 

20 

15,87401052 

6 Instestino de Stenochironomus A6SA B 0 

6 Instestino de Stenochironomus A6SA C 2 

    Total de colônias A6SA 2 

6 Instestino de Stenochironomus A6SB A 1 

20 

6 Instestino de Stenochironomus A6SB B 0 

6 Instestino de Stenochironomus A6SB  C 1 

    Total de colônias A6SB 2 

6 Instestino de Stenochironomus A6SC A 1 

10 

6 Instestino de Stenochironomus A6SC B 0 

6 Instestino de Stenochironomus A6SC C 0 

  Total de colônias A6SA 1 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

7 Instestino de Stenochironomus A7SA A 1 

20 12,5992105 

7 Instestino de Stenochironomus A7SA B 0 

7 Instestino de Stenochironomus A7SA C 1 

    Total de colônias A7SA 2 
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7 Instestino de Stenochironomus A7SB A 0 

10 

7 Instestino de Stenochironomus A7SB B 0 

7 Instestino de Stenochironomus A7SB C 1 

    Total de colônias A7SB 1 

7 Instestino de Stenochironomus A7SC A 1 

10 

7 Instestino de Stenochironomus A7SC B 0 

7 Instestino de Stenochironomus A7SC C 0 

  Total de colônias A7SC 1 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

8 Instestino de Stenochironomus A8SA A 0 

0 

20 

8 Instestino de Stenochironomus A8SA B 0 

8 Instestino de Stenochironomus A8SA C 0 

    Total de colônias A8SA 0 

8 Instestino de Stenochironomus A8SB A 0 

0 

8 Instestino de Stenochironomus A8SB B 0 

8 Instestino de Stenochironomus A8SB C 0 

    Total de colônias A8SB 0 

8 Instestino de Stenochironomus A8SC A 0 

0 

8 Instestino de Stenochironomus A8SC B 0 

8 Instestino de Stenochironomus A8SC C 0 

    Total de colônias A8SC 0 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

9 Instestino de Stenochironomus A9SA A 1 

10 12,5992105 

9 Instestino de Stenochironomus A9SA B 0 

9 Instestino de Stenochironomus A9SA C 0 

    Total de colônias A9SA 1 
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9 Instestino de Stenochironomus A9SB A 0 

10 

9 Instestino de Stenochironomus A9SB B 0 

9 Instestino de Stenochironomus A9SB C 1 

    Total de colônias A9SB 1 

9 Instestino de Stenochironomus A9SC A 0 

0 

9 Instestino de Stenochironomus A9SC B 0 

9 Instestino de Stenochironomus A9SC C 0 

    Total de colônias A9SC 0 

IGARAPÉ SUBSTRATO AMOSTRA PLACA OCORRÊNCIA  
Nº TOTAL DE 

UFC/mL 
MÉDIA 

GEOMÉTRICA 

10 Instestino de Stenochironomus A10SA A 1 

30 

26,20741394 

10 Instestino de Stenochironomus A10SA B 1 

10 Instestino de Stenochironomus A10SA C 1 

    Total de colônias A10SA 3 

10 Instestino de Stenochironomus A10SB A 1 

30 

10 Instestino de Stenochironomus A10SB B 1 

10 Instestino de Stenochironomus A10SB C 1 

    Total de colônias A10SB 3 

10 Instestino de Stenochironomus A10SC A 1 

20 

10 Instestino de Stenochironomus A10SC B 0 

10 Instestino de Stenochironomus A10SC C 1 

    Total de colônias A10SC 2 

    Total  de UFC/mL das larvas de Stenochironomus 880 269,32 
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APÊNDICE H - Atividade celulolítica de fungos filamentosos isolados do trato digestório de 

Phylloicus (Trichoptera), cultivados em meio sintético com carboximetilcelulose por 4 dias a 28 

ºC. I.E. = índice enzimático; dh – diâmetro do halo/dc- diâmetro da colônia. O índice enzimático 

foi calculado para cada repetição do teste. 

Isolados IE dh/dc  IE médio  Desvio padrão  Isolados IE dh/dc  IE médio  Desvio padrão  

A1PA3 2,0 2,3 0,3 A7PA1 1,0 1,0 0,0 

 2,6    1,0   

  2,2       1,0     

A1PB1 1,4 1,4 0,2 A8PA1 1,0 1,0 0,0 

 1,6    1,0   

  1,3       1,0     

A1PB3 1,6 1,6 0,1 A8PB2 1,1 1,0 0,1 

 1,7    1,0   

  1,4       1,0     

A1PB4 1,9 1,8 0,1 A8PB3 1,0 1,1 0,4 

 1,8    1,5   

  1,8       0,8     

A1PB5 3,7 3,1 0,8 A8PB5 2,0 2,1 0,2 

 2,2    2,4   

  3,4       2,0     

A1PC2 2,3 1,9 0,4 A8PB6 1,1 1,1 0,0 

 1,6    1,1   

  1,6       1,1     

A2PA2 1,0 1,0 0,0 A8PC2 1,0 1,0 0,0 

 1,0    1,0   

  1,0       1,0     

A2PA4 3,5 3,9 0,2 A8PC3 1,0 1,0 0,0 

 4,2    1,0   

  4,0       1,0     

A2PB1 1,8 1,0 0,9 A8PC5 1,5 1,4 0,1 

 1,3    1,3   

  0,0       1,3     

A2PB2 1,8 1,8 0,1 A8PC12 1,0 1,0 0,0 

 1,7    1,0   

  2,0       1,0     

A2PB3 2,0 1,8 0,3 A8PC13 1,4 1,4 0,1 

 2,0    1,3   

  1,5       1,4     

A2PB5 1,2 1,2 0,0 A8PC14 1,5 1,6 0,3 

 1,2    1,9   

  1,3       1,3     

A2PB6 1,5 1,6 0,2 A8PC15 1,0 1,0 0,0 

 1,8    1,0   

  1,4       1,0     

A2PB8 2,1 2,0 0,1 A8PD3 1,0 1,0 0,0 
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 1,9    1,0   

  1,9       1,0     

A2PC1 1,0 1,0 0,0 A8PD4 1,4 1,3 0,2 

 1,0    1,1   

  1,0       1,4     

A2PC2 2,5 2,8 0,5 A9PA2 1,8 1,8 0,0 

 2,5    1,8   

  3,3       1,8     

A3PB1 1,4 1,4 0,0 A9PA4 2,0 2,0 0,0 

 1,4    2,0   

  1,4       2,0     

A3PB8 1,0 1,0 0,0 A9PB1 1,0 1,0 0,0 

 1,0    1,0   

  1,0       1,0     

A3PC1 1,8 1,8 0,0 A9PB3 1,0 1,2 0,3 

 1,8    1,0   

  1,8       1,6     

A5PA2 1,7 1,5 0,2 A9PB4 2,3 2,3 0,1 

 1,2    2,4   

  1,6       2,3     

A5PA3 2,5 2,9 0,4 A9PB5 1,2 1,3 0,3 

 3,0    1,0   

  3,3       1,6     

A5PA4 1,5 1,4 0,1 A9PB6 1,4 1,4 0,1 

 1,4    1,4   

  1,4       1,5     

A5PA5 1,4 1,5 0,1 A9PB7 1,3 1,3 0,0 

 1,6    1,3   

  1,6       1,3     

A5PA6 1,2 1,4 0,4 A9PB8 1,1 1,0 0,0 

 1,1    1,0   

  1,9       1,0     

A5PA7 1,4 1,1 0,2 A9PB9 1,0 1,0 0,0 

 1,0    1,0   

  0,9       1,0     

A6PA4 1,4 1,4 0,0 A9PB10 1,7 1,8 0,1 

 1,4    1,8   

  1,5       1,8     

A6PA5 1,5 1,5 0,0 A9PC2 1,3 1,6 0,4 

 1,4    1,3   

  1,5       2,0     

A6PB1 1,4 1,3 0,1 A9PD3 1,6 1,6 0,1 

 1,3    1,7   

  1,3       1,5     

A6PB3 1,2 1,2 0,0 A9PD4 1,2 1,2 0,1 
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 1,3    1,1   

  1,2       1,2     

A6PB6 1,3 1,1 0,3 A9PD5 1,0 1,0 0,0 

 1,6    1,0   

  1,0       1,0     

A6PB7 2,4 2,3 0,1 A9PD6 1,0 1,0 0,0 

 2,3    1,0   

  2,3       1,0     

A6PB8 1,2 1,2 0,1 A9PD7 1,4 1,5 0,1 

 1,3    1,6   

  1,1       1,4     

A6PB10 1,4 1,3 0,1 A9PE5 1,1 1,1 0,0 

 1,2    1,1   

  1,2       1,1     

A6PC1 1,2 1,2 0,1 A9PE8 1,1 1,1 0,0 

 1,0    1,1   

  1,3       1,1     

A6PC2 1,5 1,3 0,3 A10PA1 1,3 1,2 0,1 

 1,0    1,3   

  1,3       1,2     

A6PC3 1,4 1,4 0,0 A10PB1 1,0 1,0 0,0 

 1,4    1,0   

  1,4       1,0     

A6PC6 1,5 1,4 0,2 A10PB2 1,0 1,2 0,2 

 1,5    1,4   

  1,2       1,2     

A6PC7 1,2 1,2 0,1 A10PB4 1,3 1,3 0,1 

 1,1    1,2   

  1,3       1,3     

A6PC8 1,7 1,3 0,4 A10PB5 1,5 1,2 0,3 

 1,0    1,0   

  1,3       1,0     

A6PC10 1,2 1,2 0,0 A10PC2 1,3 1,1 0,2 

 1,2    1,0   

  1,3       1,0     

A6PC12 1,1 1,1 0,0 A10PC3 1,7 1,8 0,2 

 1,2    2,1   

  1,1       1,7     

A6PC13 1,2 1,1 0,1 A10PD1 1,0 1,0 0,0 

 1,3    1,0   

  1,0       1,0     
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APÊNDICE I - Atividade celulolítica de fungos filamentosos isolados do trato digestório de 

Triplectides (Trichoptera), cultivados em meio sintético com carboximetilcelulose por 4 dias a 28 

ºC. I.E. = índice enzimático; dh – diâmetro do halo/dc- diâmetro da colônia. O índice enzimático 

foi calculado para cada repetição do teste. 

Isolados IE dh/dc  IE médio  Desvio padrão  Isolados IE dh/dc  IE médio  Desvio padrão  

A1TB1 3,0 3,0 0,0 A4TD2 1,6 1,6 0,0 

 3,0    1,5   

  3,0       1,5     

A1TB2 1,8 1,6 0,2 A4TD3 1,5 1,5 0,0 

 1,5    1,5   

  1,4       1,5     

A1TB3 2,5 2,0 0,4 A4TD4 1,9 1,7 0,2 

 1,8    1,7   

  1,8       1,4     

A1TB4 1,9 1,6 0,3 A4TD5 1,0 1,0 0,0 

 1,4    1,0   

  1,4       1,0     

A1TC2 1,5 1,5 0,1 A4TD6 1,6 1,7 0,1 

 1,6    1,6   

  1,6       1,8     

A1TC3 2,2 2,2 0,0 A6TA1 1,7 1,6 0,1 

 2,2    1,5   

  2,2       1,6     

A1TC4 1,9 1,8 0,1 A6TA2 1,3 1,3 0,1 

 1,8    1,3   

  1,8       1,4     

A3TA1 1,0 1,0 0,0 A6TA7 1,9 1,5 0,3 

 1,0    1,5   

  1,0       1,3     

A3TA5 1,0 1,0 0,0 A6TA10 1,0 1,0 0,0 

 1,0    1,0   

  1,0       1,0     

A3TB1 1,8 1,5 0,3 A6TB4 1,0 1,0 0,0 

 1,5    1,0   

  1,2       1,0     

A3TC1 1,8 1,4 0,3 A6TB7 1,8 1,6 0,3 

 1,3    1,7   

  1,3       1,3     

A4TA1 3,0 2,8 0,3 A6TC2 1,0 1,1 0,1 

 2,4    1,0   

  3,0       1,2     

A4TA2 1,0 1,0 0,0 A6TC3 1,3 1,3 0,1 

 1,0    1,4   

  1,0       1,4     

A4TA3 3,7 3,4 0,5 A6TC4 1,0 1,0 0,0 
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 3,7    1,0   

  2,8       1,0     

A4TA4 1,0 1,0 0,0 A6TC6 1,9 1,7 0,2 

 1,0    1,7   

  1,0       1,4     

A4TA5 1,7 1,6 0,1 A6TC8 1,0 1,0 0,0 

 1,7    1,0   

  1,4       1,0     

A4TB2 1,7 1,7 0,2 A6TC9 1,4 1,1 0,3 

 1,9    1,0   

  1,6       1,0     

A4TB3 1,5 1,6 0,3 A7TA6 1,0 1,2 0,2 

 1,9    1,4   

  1,4       1,3     

A4TB6 1,0 1,0 0,0 A7TB1 1,0 1,0 0,0 

 1,0    1,0   

  1,0       1,0     

A4TB7 1,4 1,6 0,2 A7TC1 1,3 1,3 0,0 

 1,7    1,2   

  1,7       1,3     

A4TB8 2,5 1,8 0,6 A7TD2 1,5 1,4 0,1 

 1,4    1,4   

  1,4       1,3     

A4TB9 2,0 1,8 0,2 A8TA2 1,0 1,0 0,0 

 1,7    1,0   

  1,7       1,0     

A4TB10 1,0 1,0 0,0 A8TA5 4,3 4,0 0,6 

 1,0    3,3   

  1,0       4,3     

A4TB12 1,5 1,5 0,0 A8TA7 3,5 3,9 0,4 

 1,5    4,2   

  1,5       4,0     

A4TB13 1,7 1,6 0,0 A8TA9 2,5 2,5 0,0 

 1,7    2,5   

  1,6       2,5     

A4TC1 1,0 1,2 0,3 A10TC1 1,7 1,6 0,1 

 1,0    1,7   

  1,6       1,5    

A4TC5 1,4 1,3 0,1 A10TC3 1,8 1,8 0,2 

 1,4    1,6   

  1,2       1,8     

A4TD1 1,0 1,0 0,0 A10TC4 2,5 2,5 0,1 

 1,0    2,6   

  1,0       2,5     
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APÊNDICE J - Atividade celulolítica de fungos filamentosos isolados do trato digestório de 

Stenochironomus (Diptera), cultivados em meio sintético com carboximetilcelulose por 4 dias a 

28 ºC. I.E. = índice enzimático; dh – diâmetro do halo/dc- diâmetro da colônia. O índice 

enzimático foi calculado para cada repetição do teste. 

Isolados IE dh/dc  IE médio  Desvio padrão  Isolados IE dh/dc  IE médio  Desvio padrão  

A1SA3 1,4 1,4 0,2 A3SB1 1,0 1,0 0,0 

 1,3    1,0   

  1,6       1,0     

A1SA4 1,4 1,4 0,0 A4SA1 2,2 2,3 0,1 

 1,4    2,5   

  1,4       2,3     

A1SB2 2,4 2,4 0,0 A4SB1 1,8 1,6 0,2 

 2,4    1,6   

  2,4       1,4     

A1SC1 1,0 1,0 0,0 A4SB2 2,3 2,0 0,4 

 1,0    2,1   

  1,0       1,5     

A1SC3 2,4 2,5 0,1 A4SB3 2,2 1,8 0,4 

 2,5    1,4   

  2,6       1,9     

A1SC5 1,0 1,0 0,0 A4SC1 2,0 1,9 0,1 

 1,0    1,9   

  1,0       1,8     

A1SC7 1,8 1,8 0,0 A4SC2 1,4 2,1 0,6 

 1,7    2,2   

  1,8       2,6     

A2SA1 1,3 1,4 0,1 A5SB1 2,0 2,0 0,2 

 1,5    2,2   

  1,5       1,7     

A2SA2 3,0 2,1 0,8 A5SB2 2,5 2,5 0,1 

 1,9    2,4   

  1,4       2,5     

A2SA3 1,1 1,1 0,1 A5SB3 2,5 2,9 0,4 

 1,1    3,0   

  1,0       3,3     

A2SA4 2,0 2,8 0,8 A5SC1 2,0 2,2 0,3 

 3,5    2,0   

  2,8       2,5     

A2SA5 2,3 2,2 0,1 A6SA1 1,1 1,7 0,6 

 2,1    1,8   

  2,1       2,3     

A2SA8 3,6 3,7 0,2 A7SA1 1,0 1,0 0,0 

 3,4    1,0   

  3,9       1,0     

A2SB2 1,7 2,0 0,5 A7SA2 1,0 1,0 0,0 
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 2,5    1,0   

  1,8       1,0     

A2SB3 2,3 2,0 0,3 A7SB1 2,3 1,9 0,3 

 1,8    1,8   

  1,8       1,8     

A2SC1 1,0 1,0 0,0 A8SD1 1,1 1,1 0,0 

 1,0    1,1   

  1,0       1,1     

A2SC2 1,0 1,1 0,2 A8SD2 3,0 2,5 0,9 

 1,3    3,0   

  1,0       1,5     

A3SA1 3,7 3,1 0,5     

 3,0       

  2,8             

 

 

 

 

 

 

 

 

 


