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RESUMO 

Esparza Mora, Margy Alejandra. Fungos entomopatogênicos isolados de solos de um 
fragmento de Mata Atlântica. 2015. 137p. Dissertação (Programa de Pós-Graduação em 
Fitossanidade e Biotecnologia Aplicada) – Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - 
UFRRJ. Seropédica, RJ, 2015. 

Os fungos entomopatogênicos desempenham um papel importante na regulação de populações 
de insetos incluindo pragas agrícolas e florestais. Os fungos anamórficos dos gêneros 
Beauveria, Metarhizium e Isaria apresentam o maior potencial para o uso em controle 
biológico. O objetivo foi caracterizar as populações de fungos entomopatogênicos isolados de 
solos, determinar a ocorrência das espécies patogênicas de insetos da ordem Hypocreales, bem 
como avaliar o potencial de controle biológico. Foram coletadas dez amostras compostas de 
solo durante os períodos chuvoso e seco, no Parque Municipal Natural do Curió em Paracambi, 
RJ. O isolamento dos fungos entomopatogênicos foi por dois métodos: com larvas isca - 
Galleria mellonella (Lepidóptera: Pyralidae) e Tenebrio molitor (Coleóptera: Tenebrionidae), 
e meios seletivos - Ágar Batata Dextrose suplementado com tegumento de T. molitor (BDA+TI) 
e Meio Martin. Após o isolamento, 216 fungos entomopatogênicos foram identificados 
utilizando critérios macroscópicos e microscópicos em BDA e MEA. A análise molecular das 
cepas mais virulentas foi realizada através do sequenciamento das regiões ITS1 e ITS4. A 
patogenicidade de 8 isolados entomopatogênicos foi avaliada usando larvas G. mellonella e T. 
molitor. As larvas foram imersas durante um minuto em concentrações de 1x106, 1x107, 1x108 
e 1x109 conidios.mL-1. Foi observado que o 88,0% dos isolados eram provenientes do método 
isca e 12,0% do método com meios seletivos. A espécie predominante foi Beauveria bassiana 
isolada com G. mellonella no período seco (36,0%) e chuvoso (36,0%). Metarhizium anisopliae 
foi mais isolado com larvas de T. molitor no período seco (33,3%) e chuvoso (32,0%). 
Beauveria bassiana foi menos prevalente no meio Martin, observando-se uma ocorrência de 
13,3% no período seco e 33,3% no período chuvoso. Não foi observado crescimento de M. 
anisopliae no meio Martin. A ocorrência de B. bassiana no meio BDA+TI foi de 33,3% no 
período seco e 20,0% no período chuvoso. A maior ocorrência de M. anisopliae (26,7%) foi no 
período chuvoso usando o meio BDA+TI. De acordo com o teste de patogenicidade as cepas 
de B. bassiana com maior desempenho para G. mellonella foram Bb53MI e Bb79MI com CL50 
de 3,98x107 e 1,04x107 conídios.mL-1, para T. molitor foi Bb79MI com CL50 de 1,03x107 
conídios.mL-1. As cepas de M. anisopliae com melhor desempenho foram Ma58MI e Ma10MI 
tanto para T. molitor (1,0x106 e 1,0x107 conídios.mL-1 respectivamente) como para G. 
mellonella (6,3x107 e 1,1x108 conídios.mL-1 respectivamente). As linhagens Ma10MI, 
Ma12MI, Ma58MI e Ma11MI foram identificadas através da caracterização molecular como 
pertencentes a M. anisopliae e Bb11MI, Bb79MI, Bb53MI e Bb27MI como B. bassiana. O 
método isca com G. mellonella e T. molitor é um método sensível para o isolamento de fungos 
entomopatogênicos em solo. Galleria mellonella e T. molitor são susceptíveis à ação patogênica 
dos fungos B. bassiana, M. anisopliae nas concentrações de 106 a 109 conidios.mL-1. 

Palavras-chave: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, controle biológico, inimigos 
naturais, biodiversidade, virulência. 



ABSTRACT 

Esparza Mora, Margy Alejandra. Entomopathogenic fungi isolated from soil of a fragment 
of the Atlantic Forest. 2015. 137p. Dissertation (Post Graduate Program in Entomology and 
Plant Pathology and Applied Biotechnology) - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - 
UFRRJ. Seropédica, RJ, 2015. 

The entomopathogenic fungi play an important role in regulating populations of insects 
including agricultural and forest pests. The anamorphic fungi Beauveria genera Metarhizium, 
and Isaria have the greatest potential for use in biological control. The aim was to characterize 
the populations of entomopathogenic fungi isolated from soil, determine the occurrence of 
pathogenic species of insects of the order Hypocreales, and assess the potential biological 
control. Ten samples composed of soil were collected during the rainy and dry seasons, the 
Municipal Natural Park of Curio in Paracambi, RJ. The isolation of entomopathogenic fungi 
was by two methods: with bait larvae - Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) and 
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), and selective media - Potato Dextrose Agar 
supplemented with T. molitor integument (PDA+IT) and Martin medium. After isolation, 216 
entomopathogenic fungi were identified using macroscopic and microscopic criteria in PDA 
and MEA. Molecular analysis of the most virulent isolates was performed by sequencing of 
ITS1 and ITS4 regions. The pathogenicity of 8 entomopathogenic isolates was assessed using 
G. mellonella and T. molitor larvae. The larvae were immersed for one minute at concentrations 
of 1x106, 1x107, 1x108 and 1x109 conidios.mL-1. It was observed that 88.0% of the isolates were 
derived from the bait method and 12.0% from the method with selective media. The 
predominant species was Beauveria bassiana isolated with G. mellonella in the dry season 
(36.0%) and rainy (36.0%). Metarhizium anisopliae was more isolated with T. molitor during 
the dry season (33.3%) and rainy (32.0%). Beauveria bassiana was less prevalent in Martin 
medium, observing an occurrence of 13.3% in the dry season and 33.3% in the rainy season. 
There was no growth of M. anisopliae in the Martin medium. The occurrence of B. bassiana in 
the PDA+IT medium was 33.3% in the dry season and 20.0% in the rainy season. The higher 
ocurrence of M. anisopliae (26.7%) was the rainy season when using the PDA+IT medium. 
According with the test of pathogenicity strains of B. bassiana with higher performance for G. 
mellonella were Bb53MI Bb79MI with LC50 3,98x107 and 1,04x107 conídios.mL-1, for T. 
molitor was Bb79MI with LC50 1,03x107 conídios.mL-1. The strains of M. anisopliae with better 
performance were Ma58MI and Ma10MI both T. molitor (1,0x106 and 1,0x107 conídios.mL-1 

respectively) and for G. mellonella (6,3x107 and 1,1x108 conídios.mL-1 respectively). The 
Ma10MI, Ma12MI, Ma58MI and Ma11MI strains were identified by molecular 
characterization as belonging to M. anisopliae and Bb11MI, Bb79MI, Bb27MI and Bb53MI as 
B. bassiana. The bait method with G. mellonella and T. molitor is a sensitive method for the 
isolation of entomopathogenic fungi in soil. Galleria mellonella and T. molitor are susceptible 
to pathogenic action of the fungus B. bassiana and M. anisopliae at the concentrations 106-109 
conidios.mL-1. 

Keywords: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, biological control, natural enemies, 
biodiversity, virulence. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O Brasil abriga a maior biodiversidade do planeta, dentre os diversos biomas do país, a 
Mata Atlântica é um ecossistema caracterizado pelos altos níveis de endemismo e pela sua 
elevada diversidade biológica, sendo considerado um dos cinco “hotspots” de conservação 
mundial. Essas características, combinadas com a sua história de degradação, o torna um dos 
ecossistemas mais ameaçados do mundo. Originalmente, o bioma se estendia por uma área de 
aproximadamente 1.306 km2, equivalente á 15% do território brasileiro. Sua região de 
ocorrência original abrangia integralmente ou parcialmente atuais 17 estados da federação. Suas 
condições climáticas propiciam a existência de micro-organismos entomopatogênicos. O 
Parque Natural Municipal do Curió possui uma área de 913,961 ha, e é considerada a mais 
representativa área remanescente de Mata Atlântica do município de Paracambi no estado do 
Rio de Janeiro. O conhecimento sobre micodiversidade da Mata Atlântica é de grande 
relevância para se entender a dinâmica envolvida nesse bioma. Diversos aspectos da Mata 
Atlântica são abordados por uma imensa quantidade de pesquisadores, contudo, poucos relatos 
têm sido observados em relação à diversidade fúngica entomopatogênica existente nesse 
importante ecossistema. Emerge, dessa forma, a necessidade de pesquisas para investigar a 
micobiota da Mata Atlântica, pois, espécies podem ser extintas antes de serem descritas. 

O conhecimento da composição de espécies indígenas e distribuição de fungos 
patógenos de insetos são essenciais para avaliar o potencial do controle biológico em um 
ecossistema específico. A presença de certas espécies de fungos entomopatogênicos pode ser 
considerada como um indicador da sua capacidade de sobreviver nesse ambiente. O ambiente 
do solo constitui um importante reservatório para a diversidade de fungos entomopatogênicos, 
o que pode contribuir significativamente na regulação das populações de insetos.  Dois métodos 
são geralmente usados para detectar fungos entomopatogênicos em solo. O método isca usa 
Galleria mellonella L. (Lepidóptera: Pyralidae) ou outros insetos e é relativamente simples e 
sensível. O método de plaqueamento usando vários meios seletivos são particularmente úteis 
quando a quantificação é necessária ou quando o material de analises não é solo. O fungicida 
dodine (monoacetato N-dodecilguanidina) é aplicado ao meio de cultura e é usado para o 
isolamento de M. anisopliae e B. bassiana. Os fatores bióticos e abióticos podem afetar a 
presença de espécies de fungos, e a resposta de cada espécie para estas condições varia. 
Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin caracteriza-se como uma espécie “agrícola” 
enquanto Isaria spp. são raras em campos, mas são frequentemente encontradas em 
ecossistemas florestais. Outras como Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin podem ocupar 
uma vasta gama de habitats. Estas espécies pertencentes aos Hypocreales (Ascomycota) têm o 
maior uso no controle biológico.   

O controle biológico é definido como a ação de inimigos naturais, que inclui predadores, 
parasitas e patógenos microbianos para o controle de insetos. Os fungos entomopatogênicos 
constituem um grupo com mais de 750 espécies espalhadas no ambiente, e são os primeiros 
agentes biológicos a serem utilizados para o controle de pragas, porque são capazes de causar 
doença e morte dos insetos. A infecção depende do contato da estrutura assexuada conhecida 
como conídio com a cutícula do inseto hospedeiro. O conídio usa inúmeras enzimas para 
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suprimir as defensas do hospedeiro e passar através da cutícula. Os corpos de hifas ou 
blastosporos progressão dentro do corpo do inseto, obstruindo órgãos, minando nutrientes e 
produzindo compostos tóxicos. Após a morte do hospedeiro, os fungos cobrem o cadáver com 
novos conídios prontos para a dispersão. Em especial, despertam interesse pelo seu papel na 
regulação de insetos incluindo pragas agrícolas e florestais, e doenças, na ausência de poluição 
e degradação ambiental. 

 

1.1 OBJETIVOS 

1.1.1 Objetivo Geral 
Caracterizar as populações de fungos entomopatogênicos isolados de solos do Parque 

Natural Municipal do Curió, Paracambi – RJ. 

1.1.2 Objetivos específicos 
a) Identificar espécies de fungos entomopatogênicos por características 

macromorfológicas, micromorfológicas e técnica molecular. 
b) Determinar a ocorrência de fungos entomopatogênicos durante o período seco e 

chuvoso. 
c) Caracterizar o solo por analises físicas e químicas. 
d) Avaliar a viabilidade das espécies de fungos entomopatogênicos. 
e) Avaliar a virulência das espécies de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae 

contra larvas de G. mellonella e T. molitor. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRAFICA 
 

2.1 Fungos entomopatogênicos 
 
Os membros do reino Fungi são comuns em ambientes terrestres e aquáticos ao longo 

do mundo, os fungos terrestres foram reportados como patógenos ou parasitas de humanos, 
animais e plantas, por exemplo, nas plantas endófitas, simbiontes de artrópodes e raízes de 
plantas e como componentes da microbiota do solo, entre outras (ALEXOPOULOS et al., 1996; 
WATANABE, 2010).  Os fungos entomopatogênicos são um grupo de micro-organismos 
filogeneticamente diversos, heterotróficos, eucariotos, unicelulares ou multicelulares 
(filamentos) que apresentam reprodução por esporos sexuados, assexuados ou ambos. Estes 
organismos têm células quitinizadas e são geralmente não móveis (BADII & ABREU, 2006). 
O termo entomopatogênico designa a esses micro-organismos capazes de atacar os insetos 
usando-os como hospedeiros para desenvolver parte do seu ciclo de vida (DEVOTTO et al., 
2000), ou aqueles que reduzem as populações de insetos praga em níveis que não causam danos 
econômicos às culturas (TANZINI et al., 2001), ou aqueles que são um meio de controle na 
redução de populações de insetos vetores de doenças (SCHOLTE et al., 2004). Também 
definido como parasitas facultativos ou obrigatórios de insetos, com alta capacidade de 
esporulação e sobrevivência. Eles constituem um grupo de grande interesse para o controle 
biológico de insetos. Aproximadamente 80% das doenças que ocorrem em insetos têm como 
agente causador um fungo (BATISTA, 1989). Praticamente, todos os insetos são susceptíveis 
a algumas das doenças ocasionadas por estes fungos que causam a morte. Há fungos que podem 
invadir insetos mortos chamados saprófagos e fungos entomófagos que infectam insetos vivos 
(BUTT et al., 2006). O cálculo da diversidade de fungos no mundo estimado foi de 1.5 – 5.1 
milhões de espécies (HIBBETT et al., 2011), dos quais 100,000 foram descritos (VEGA et al., 
2012). Destes, aproximadamente 750-1000 são fungos entomopatogênicos colocados em mais 
de 100 gêneros (ST. LEGER & WANG, 2010). Os fungos entomopatogênicos constituem o 
maior número de táxons de patógenos de insetos (IGNOFFO, 1973). De Faria e Wraight (2007), 
identificaram 171 produtos baseados em fungos usados como agentes de biocontrole desde 
1960, a maioria deles com Beauveria bassiana, B. Brongniartii, Metarhizium anisopliae e 
Isaria fumosorosea.  

 
2.2 Classificação e filogenia dos Fungos Entomopatogênicos 
 

Os patógenos de insetos evoluíram na maioria das principais linhagens fúngicas. 
Existem apenas algumas exceções, como os Glomeromycota, que contêm os fungos 
micorrízicos (Figura 1). Os fungos verdadeiros foram classificados e agrupados em sete 
divisões: Microsporidia, Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, 
Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota (BOOMSMA et al., 2014). Considerando dados 
moleculares e registros fósseis têm estimado que os fungos evoluíssem 0.5-1.5 bilhões de anos 
atrás, os registros fósseis de Ascomycota e Basidiomycota só datam do Devoniano perto de 400 
milhões de anos atrás (LUCKING et al., 2009; BARBEE & TAYLOR, 2010). O mais antigo 
fóssil conhecido de um fungo entomopatogênico, em cochonilhas (Hemíptera) infectadas por 
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um fungo é Ophiocordyceps, com 100-110 milhões de anos atrás (SUNG et al., 2008) e, depois 
incluem um fóssil de uma Térmita (Isóptera) infectado por um fungo Entomophthora, e uma 
formiga (Hymenoptera) infectada por Beauveria, com 20-30 milhões de anos atrás (POINAR, 
1984). 

 

 
Figura 1. Posições filogenéticas de fungos patogênicos de insetos. (A) O Reino fungi (HIBBETT et al., 2007; 
JAMES et al., 2006; WHITE et al., 2006), com destaque para filos com patógenos de insetos. Os números 
representam o número aproximado de espécies descritas dentro de cada (sub) filo e sombreamento em dez unidades 
de caixas representam proporções relativas de espécies conhecidas de insetos patogênicos (maior proporção 
quando a cor cinza é mais escura). Pontos vermelhos, amarelos e azuis marcam ramos com os patógenos mais 
comuns e mais conhecidos de insetos. Os outros quatro ramos têm algumas espécies patogênicas de insetos, mas 
poucos deles têm sido estudados em detalhe: Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Kickxellomycotina (inclui 
ordens previamente colocados nas Trichomycetes) e Basidiomycota (B) Ascomycota têm o maior número de 
espécies descritas e a maior diversidade, incluindo uma variedade de formas de vida saprófitas, mutualistas e 
patogênicos. As linhas engrossadas representam ordens com fungos patogênicos de insetos e pontos coloridos 
marcam aqueles com os mais conhecidos patógenos de insetos: Hypocreales (amarelo, por exemplo, Cordyceps 
sensulato, Metarhizium, e Beauveria) e Onygenales (azul, Ascosphaera). Fonte: BOOMSMA et al., 2014. 
 

O número aproximado de espécies patogênicas de insetos descritos pode variar de 
alguns nos Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Kickxellomycotina e Basidiomycota para 
um número substancial nos Ascomycota e apresentam um domínio quase completo nos 
Entomophthoromycota. As posições filogenéticas de Ascomycota que abrigam o maior número 
de fungos patogênicos de insetos conhecidos são as Ordens Hypocreales e Onygenales, que 
estão detalhadas na Figura 1B, ilustrando que os estilos de vida de patógenos de insetos 
evoluíram repetidamente nos Ascomycota (SPATAFORA et al., 2007).  

A baixa frequência extrema de linhagens de patógenos de insetos nos Basidiomycota 
sugere que a sua adaptação tem sido impulsionada por funcionalidades ecológicas diferentes de 
insetos que parasitam, marcando uma diferença fundamental com os Entomophthoromycota, 
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que em quase todas as 280 espécies conhecidas são patógenos de artrópodes. Os estágios 
sexuais (Teleomórficas) dos Hypocreales parecem ocorrer em hospedeiros específicos, ao passo 
que os estágios assexuados (Anamórfico) são generalistas. Isto oferece um contraste 
interessante com os fungos Entomophthorales que são patógenos obrigatórios de insetos, e 
tendem a permanecer como hospedeiros específicos também nas suas fases assexuadas. No 
entanto, algumas espécies de Entomophthorales apresentam um modo nutricional 
completamente diferente, como parasitas de gametófitos da samambaia ou Desmidiales, 
nematoides e tardigrades (Meristacraceae e Ancylistaceae), enquanto outros podem se tornar 
patógenos oportunistas ou saprófitos de vertebrados (Conidiolobus coronatus) (BALAZY, 
1993).  

Embora os Hypocreales pertencem aos Sordariomycetes, com linhagens 
ecologicamente diversas, nos Pezizomycotina também evoluíram linhagens patógenas de 
insetos (Figura 1B). Incluem também algumas espécies dos Dothideomycetes, que são 
patógenos de insetos, e as Ordens Onygenales e Eurotiales, pertencentes aos Eurotiomycetes 
(KODSUEB et al., 2006). O desenvolvimento de características osmofilicas (por exemplo, a 
capacidade de crescer em substratos com alto teor de açúcar) pode ter levado a necessidade da 
especificidade do habitat no gênero Ascosphaera. Principalmente membros dos Eurotiales que 
apresentam histórias de vida como patógenos oportunistas facultativos sem hospedeiros 
específicos (SOSA et al., 2010). Os gêneros mais estudados são Aspergillus e Penicillium, por 
sua produção de compostos secundários tóxicos, podendo apresentar uma estratégia explícita 
de intoxicação dos tecidos do hospedeiro, para o saprofitismo mais tarde. O estilo de vida 
oportunista em espécies de Eurotiales pode ser benéfico durante a co-infecção; isto é, a 
exploração rápida do tecido do hospedeiro pode permitir a Aspergillus superar ao Metarhizium 
(HUGHES & BOOMSMA, 2004).  

 
2.2.1 Filo Microsporídia 

 
São os primeiros parasitos intracelulares divergentes e na maioria das vezes agrupados 

com o Protozoa, os Microsporídia são considerados como fungos (LEE et al., 2010) e são 
patógenos obrigatórios de animais. Os hospedeiros mais comuns são os peixes e artrópodes, 
incluindo muitos insetos. Microsporídia tem sido estudada para usá-los no controle biológico 
da broca europeia do milho, lagartas, gafanhotos e mosquitos. Por Exemplo: Paranosema 
locustae é comercializado como um agente de controle biológico de gafanhotos (LOMER et 
al., 2001).  
2.2.2 Fungos Zoosporicos 
 

2.2.2.1 Filo Chytridiomycota 
 
São fungos flagelados e estão divididos em três filos (Blastocladiomycota, 

Chytridiomycota e Neocallimastigomycota). Os fungos entomopatogênicos estão incluídos no 
Blastocladiomycota (JAMES et al, 2006; HIBBETT et al, 2007). 
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2.2.2.2 Filo Blastocladiomycota 
 
São incomuns entre todos os outros fungos porque seu ciclo de vida é caracterizado por 

meiose durante a formação de esporos no meiosporangio de paredes espessas resultando em 
uma alternância entre gerações haploide e diploide (JAMES et al., 2006). Exemplos de gêneros 
incluídos são: Coelomycidium, Catenaria e Coelomomyces. As espécies de Catenaria são 
conhecidas principalmente como patógenos de nematoides, mas algumas espécies também 
infectam pequenas moscas. As espécies de Coelomycidium são conhecidas a partir de 
cochonilhas, larvas de besouros e pupas de dípteros (TANADA & KAYA, 1993). As espécies 
de Coelomomyces são patógenas obrigatórias que requerem de dois hospedeiros aquáticos, 
larvas de mosquito e crustáceos (KERWIN & PETERSEN, 1997). Além disso, as espécies de 
Coelomomyces são as únicas entre todos os fungos, porque lhes falta hifas, bem como paredes 
gametangiales (GLEASON et al., 2010). 

 
2.2.3 Fungos Zygosporicos  

 
Estudos filogenéticos atuais colocaram os ex-membros dos Zygomycetes em quatro 

subfilos (Mucoromycotina, Zoopagomycotina, Kickxellomycotina e Entomopthoromycotina) 
(WHITE et al., 2006; HIBBETT et al., 2007). Os membros do Mucoromycotina incluem 
Mucorales e Mortierellales, que geralmente são saprófitos no solo e esterco ou parasitas de 
plantas e animais. Algumas espécies, tais como Sporodiniella umbellata, são patógenos de 
insetos (BENNY, 2009). No entanto, é relatado como patógeno primário de insetos saudáveis 
(MADELIN, 1966). Zoopagomycotina e Kickxellomycotina formam um grupo juntamente com 
o Harpellales (WHITE et al., 2006). Contêm Ordens Dimargaritales (principalmente parasitas 
haustorial de Mucorales), Kickxellales (sapróbios e não parasitas haustorial de fungos) e duas 
Ordens (Harpellales e Asellariales) de fungos associadas com o intestino de artrópodes 
previamente colocados nos Trichomycetes (LICHTWARDT et al., 2001).  

Os membros do Harpellales e Asellariales são considerados comensais. Smittium 
morbosum penetra através do revestimento do intestino e mata as larvas do mosquito através da 
inibição da ecdise (SWEENEY, 1981). Além disso, vários membros do Harpellales parasitam 
adultos de moscas pretas (Simuliidae), preenchendo seus ovários com cistos fúngicos, de modo 
que as moscas dispersam o fungo quando tentam colocar seus ovos (WHITE et al., 2006). Os 
membros do Zoopagomycotina foram divididos em duas famílias, Zoopagaceae, restritas a 
predadores e o Cochlonemataceae, que são parasitas de rotíferos, amebas, rizópodes e outros 
fungos (BENNY, 2009). 

O subfilo Entomophthoromycotina contém outra linhagem de fungos zygosporicos, os 
Entomophthorales (Figura 2) (WHITE et al., 2006; HIBBETT et al., 2007; HUMBER, 2008).  
Muitos entomopatógenos são encontrados no grupo (KELLER, 2007). Os entomopatógenos 
são classificados em Entomophthoraceae e Neozygitaceae. Algumas das espécies incluídas nas 
famílias produzem capiliconidios (conídios secundários) que são efetivamente dispersos por 
insetos. O Entomophthorales inclui os gêneros Entomophthora, Pandora, Zoophthora e gêneros 
segregados. O gênero segregado é aquele que é separado de um gênero existente. Por exemplo, 
Entomophaga é um gênero segregado de Entomophthora por que algumas espécies que foram 
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anteriormente colocadas em Entomophthora são agora colocadas em Entomophaga. Além do 
nível de espécie e especificidade, alguns gêneros são restritos a certos hospedeiros, como 
Strongwellsea em moscas e Massospora sobre cigarras (BENNY, 2009). 

 

 
Figura 2. Insetos infectados com espécies de Entomophthorales. (A) Os fungos Strongwellsea sp. criam um buraco 
característico no abdômen da mosca Coenosia testacea. (B) Orifício abdominal de na mosca Paradelia intercepta 
criado por Strongwellsea sp. Esporos infecciosos que são expulsos ativamente a traves do buraco do hospedeiro 
vivente. (C) Soldado besouro Rhagonycha fulva morto por fungo entomopatogênico Pandora lipai. Os esporos 
são expulsos ativamente do cadáver infectado pelo fungo e um halo de esporos são visíveis em torno do hospedeiro 
morto. (D) Earwig forficula sp. infectada por Zoophthora forficulae. O fungo emerge a traves da cutícula em partes 
intersegmentais do corpo do hospedeiro. (E) Mosca infectada por Entomophthora syrphii morta em um lugar 
elevado (enfermidade superior) para aumentar a dispersão de esporos de fungos. (F) Esporos produzidos por 
Neozygites parvispora no hospedeiro Limothrips dentricornis. (G) Abeto verde Elatobium abietinum infectado por 
Entomophthora planchoniana. (H) Formiga de madeira Formica sp. morta por Pandora formicae. [Créditos da 
foto: (A e D, G) J. Eilenberg; (E) H. Philipsen; (F) C. Nielsen; (H) J. Małagocka]. Fonte: VEGA et al., 2012). 
 

2.2.4 Filo Ascomycota 
 

Os Ascomycota são classificados em três subfilos. Dois dos subfilos não têm 
associações com patógenos de insetos. Os Taphrinomycotina são saprófitos ou parasitas de 
plantas e vertebrados (HIBBETT et al., 2007). Muitos Ascomycetes leveduriformes 
(Saccharomycotina) estão intimamente associados com insetos para a dispersão, e os fungos 
fornecem vitaminas, enzimas e outros recursos para os insetos hospedeiros (VEGA & DOWD, 
2005). As leveduras, no entanto, não são patógenas ou mesmo parasitas de insetos 
(KURTZMAN et al., 2011).  Diferentes linhagens de Pezizomycotina apresentam membros 
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associados a insetos (Figura 3) (BENJAMIN et al., 2004; HUMBER, 2008; BLACKWELL, 
2010). Pezizomycotina são os mais numerosos morfologicamente e ecologicamente complexos 
dos Ascomycetes (SCHOCH et al., 2009). Os ciclos de vida, muitas vezes têm dois estágios, 
Anamorfo (estado assexuado) e Teleomorfo (estado sexual), e os membros dos Hypocreales 
fornecem bons exemplos (Figura 4). Em alguns casos, o estado sexual pode nunca ou raramente 
ser produzido. Sob a nova classificação, os anamorfos muitas vezes são úteis no fornecimento 
de informações taxonômicas. Por exemplo, o anamorfo ligado para Torrubiella, um gênero cujo 
principal hospedeiro é constituído de aranhas e cochonilhas, incluem espécies de Akanthomyces 
possuindo uma gama de hospedeiros mais ampla do que as espécies Gibellula, que são restritas 
as aranhas (HODGE, 2003; JOHNSON et al., 2009). Entre os fungos associados com insetos, 
os estágios assexuados muitas vezes precedem a produção de estágios sexuais (SUNG et al., 
2007). Os conídios (esporos assexuais), que são formados em cadáveres de insetos podem ser 
produzidos diretamente em conidióforos como em espécies de Metarhizium em insetos adultos 
e larvas (Figura 4 A, B). Em algumas espécies de Isaria e Akanthomyces, os conídios são 
formados em sinematas, estrutura formada por fusão de grupos de conidióforos individuais 
(Figura 4 I). Ocasionalmente, estágios tanto assexuados e sexuais estão presentes em um 
hospedeiro no mesmo tempo, como no caso de Hypocrella calendulina (Figura 4 D, E) e seu 
anamorfo Aschersonia calendulina sobre cochonilhas, bem como outras espécies (LUANGSA-
ARD et al., 2009).  

Os esporos assexuais e sexuais dos fungos associados com insetos geralmente são 
produzidos em estruturas levantadas aumentando a oportunidade para a dispersão em um novo 
hospedeiro. A produção de esporos assexuada pode ocorrer em um estroma, com 
desenvolvimento de ascos e ascósporos.  Os peritécios podem ser imersos em um estroma, como 
em Cordyceps militaris, C. Ninchukispora (Figura 6 L), Ophiocordyceps nutans (Figura 7 E), 
Elaphocordyceps paradoxa (Figura 7 F), e outras espécies (VEGA et al., 2012). 
Pezizomycotina inclui alguns dos pouco conhecidos entomopatógenos como membros da 
Tubeufiaceae (Dothideomycetes). As espécies na Tubeufiaceae têm uma gama nutricional 
ampla, com muitas espécies saprófitas, parasitas de fungos e folhas, ou formando líquen com 
algas (KODSUEB et al., 2006). As espécies do gênero, Podonectria, são patógenas de 
cochonilhas, e por muitos anos estes fungos foram erroneamente colocados na ordem 
Hypocreales (ROSSMAN, 1978). Outros entomopatógenos incluem os membros dos 
Eurotiomycetes, incluindo espécies de Ascosphaera (Onygenales), e os membros do Eurotiales, 
incluindo certas espécies de Aspergillus e Penicillium e seus parentes (SOSA-GÓMEZ et al., 
2010). Espécies de Ascosphaera são parasitas obrigatórios de larvas de abelhas (Apis mellifera). 
A doença da abelha do mel é causada pelo fungo Ascosphaera apis (GEISER et al., 2006). 
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Figura 3. Em torno das 55 ordens se colocam as 10 classes de Ascomycetes subphylum Pezizomycotina. As 
classes e ordens que contém os entomopatógenos se indicam mediante as flechas. Por exemplo, os 
Sordariomycetes têm em torno de 13 ordens, um deles é Hypocreales, a ordem com o maior número de espécies 
entomopatógenas. Alguns membros da Pezizomycotina permanecem sem classificação. Fonte: SCHOCH et al., 
2009. 

Os Laboulbeniomycetes (Figura 3) são um interessante grupo de parasitos de insetos, 
embora eles não sejam geralmente considerados agentes patogénicos. As 2.000 espécies 
conhecidas da ordem Laboulbeniales são ectoparasitas haustorial obrigatórios de insetos e 
alguns outros artrópodes (WEIR & BLACKWELL, 2005). Os ascósporos com duas células 
germinam na superfície do hospedeiro para produzir um haustório a partir de uma célula ligada 
e o exterior da célula se divide para produzir um peritécio com determinado crescimento. 
Nenhum micélio é produzido e a falta de um estado assexuado na ordem é única entre 
Ascomycetes. Os besouros e moscas são os principais hospedeiros para os membros do 
Laboulbeniales. A segunda ordem, Pyxidiophorales, parece ser principalmente micoparasíticas, 
e também está associada com hospedeiros artrópodes. Estes fungos são miceliais e geralmente 
têm estados assexuados proeminentes que precedem o desenvolvimento do estado sexual. Os 
insetos e seus associados são ácaros e são dispersores efetivos do Pyxidiophorales (WEIR & 
BLACKWELL, 2005). 
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Figura 4. Características microscópicas comumente usadas na identificação de entomopatógenos. A-C, F-I, L e 
M, são estruturas de estados assexuadas (anamorfos). Outras figuras de ascos e ascósporos são de estados sexuais 
(Teleomorfo). (A) fiálides de Metarhizium anisopliae. (B) Conidióforo e conídios de Metarhizium cylindrosporae. 
(C) Células conidiógenas e conídios de Aschersonia coffeae. (D) Desenvolvendo do asco maduro de Hypocrella 
calendulina. (E) Ascósporo inteiro de H. calendulina. (F) Conidióforos de Gibellula pulchra. (G) Conidióforos de 
Isaria sp. (H) Estruturas conidiógenas de Beauveria sp. (I) Synnema de Akanthomyces sp. (J) Asco de 
Ophiocordyceps communis. (K) Ascósporos de O. communis. (L) Células conidiógenas de Hirsutella sp. (M) 
Células conidiógenas de Hymenostilbe ventricosa. [Créditos das fotos: (A, B, G, H, J, K, M) J. Jennifer Luangsa-
ard; (C-E) S. Mongkolsamrit; (F, I, L) K. Tasanathai]. Fonte: VEGA et al., 2012. 
 

Os Hypocreales, membros da Classe dos Sordariomycetes, são os entomopatógenos 
mais conhecidos entre os Ascomycetes (Figura 3). A ex-Clavicipitaceae foi dividido em três 
famílias monofiléticas: Clavicipitaceae, Cordycipitaceae e Ophiocordycipitaceae. A família 
Clavicipitaceae (Figura 5) inclui, entre outros, um número de endófitos grama (Balansia, 
Claviceps, Epichloe), e os bens conhecidos entomopatógenos Aschersonia, Hypocrella, 
Regiocrella e Metarhizium. Um novo gênero, Metacordyceps, inclui a primeira espécie 
Cordyceps relacionada aos endófitos grama bem como anamorfos e teleomorfos relacionados 
com Metarhizium (SUNG et al., 2007).  

A família Cordycipitaceae (Figura 6) contém o gênero C. militaris, e inclui a maioria 
das antigas espécies Cordyceps caracterizadas por cores vivas e estroma carnudo. Os 
entomopatógenos com estados assexuados incluem espécies de Beauveria, Isaria, 
Lecanicillium e outros gêneros. A maioria dos membros Ophiocordycipitaceae (Figura 7) pode 
ser distinguida morfologicamente a partir dos outros subfilos porque muitas vezes têm estroma 
escuro e ascósporos maduros. Além das espécies de Ophiocordyceps. O gênero 
Elaphocordyceps parasita não só insetos, mas também Elaphomyces é um simbionte ascomicete 
micorrízico de árvores. Outras espécies não identificadas na família são incomuns porque eles 
são simbiontes leveduriformes obrigatórios de cigarras (SUH et al., 2001). A preferência não é 
específica para uma família ou gênero, embora haja exceções. No entanto, patógenos de aranhas 
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são encontrados principalmente dentro da Cordycipitaceae, enquanto entomopatógenos de 
cochonilhas são comuns na Clavicipitaceae. Os patógenos de formigas, cupins ou dípteros e 
endosimbiontes de cigarras são frequentemente encontrados na família Ophiocordycipitaceae 
(SUNG et al., 2007). 

 

 
Figura 5. Família Clavicipitaceae. B, C, E, F e I são estados assexuados (anamorfos). Outras figuras são de estados 
sexuais (teleomorfos). (A) Cordyceps aff. martialis sobre larva Lepidóptera. (B) Metarhizium flavoviride em 
cigarra. (C) Metarhizium sp. sobre barata; D-H e J-K em cochonilhas. (D) Moelleriella reineckiana. (E) 
Aschersonia marginata. (F) Aschersonia coffeae. (L) Orbiocrella petchii. (H) Hypocrella calendulina. (I) 
Diferentes estágios de colonização de uma cigarra por Metarhizium cylindrosporae. (J) Hypocrella sp. (K) 
Conoideocrella tenuis. [Créditos pelas fotos: (A-C, I) R. Ridkaew; (D-H, J, K) S. Mongkolsamrit]. Fonte: VEGA 
et al., 2012. 
 

2.2.5 Filo Basidiomycota 
 

Os Basidiomycetes muitas vezes estão intimamente associados com insetos como seu 
único recurso nutricional e como um habitat, e muitos insetos fertilizam e dispersam esses 
fungos. As associações com insetos ocorrem nos três subfilos de Basidiomicetos 
(Pucciniomycotina, Ustilaginomycotina e Agaricomycotina), mas as parasitas são encontradas 
apenas no Septobasidiales dos Pucciniomycetes, um grupo que inclui as ferrugens, fungos 
fitopatogênicos de plantas (AIME et al., 2006). O gênero Septobasidium e quatro gêneros 
adicionais, Auriculoscypha, Uredinella, Coccidiodictyon e Ordonia, são parasitas especificas 
de cochonilhas (HENK & VILGALYS, 2007), que raramente matam seus hospedeiros, mas 
usá-los como fornecedores de nutrientes, mantendo-os vivos (HUMBER, 2008). 
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Figura 6. Família Cordycipitaceae. E-k, e M são estados assexuados (anamorfos). Outras figuras são de estados 
sexuais (teleomorfos). (A) Cordyceps bassiana em larvas de Coleópteros. (B) Torrubiella hemipterigena em 
cigarra. C-E, H, J sobre aranhas. (C) Torrubiella aff. neofusiformis. (D) Torrubiella aff. corniformis (E) 
Akanthomyces koratensis. (F) Akanthomyces aculeatus. (G) Isaria tenuipes. (H) Akanthomyces aranearum. (I) 
Beauveria bassiana. (J) Gibellula pulchra. (K) Akanthomyces pistillariiformis sobre mariposa adulta. (L) 
Cordyceps ninchukispora em pupa de Lepidópteros. (M) Isaria farinosa em larvas de Lepidopteros. [Créditos 
pelas fotos: (A, B, F-I, K, M) P. Aphiphunya; (C) R. Ridkaew; (D, J) K. Tasanathai; (E) T. Chohmee; (G) P. 
Srikitikulchai]. Fonte: VEGA et al., 2012. 

 
Figura 7. Família Ophiocordycipitaceae, G, I, K e L, são estados assexuais (anamorfo). Outras figuras são estados 
sexuais (Teleomorfo). (A) Ophiocordyceps halabalaensis em Camponatus gigas; a seta indica o estroma com as 
estruturas conidiógenas anamórficas e a conidia são de Hirsutella anamórfica. (B) Ophiocordyceps sphecocephala 
em vespa. (C) Ophiocordyceps mymecophila em formiga. (D) Ophiocordyceps dipterigena; a seta indica 
Hymenostilbe anamorfo. (E) Ophiocordyceps nutans em percevejo. (F) Elaphocordyceps paradoxa em ninfa de 
cigarra. (G) Hymenostilbe estados de O. brunneipunctata. (H) O. acicularis em larvas de lepidóptera. (I) Hirsutella 
nivea em saltador. (J) Ophiocordyceps blattae em barata. (K) Hirsutella saussurei em vespa. (L) Paecilomyces 
lilacinus. Créditos pela foto: (A) R. Ridkaew; (B, C, E-I, K, L) P. Aphiphienya (D) P. Srikitikulchai: (J) J. punya. 
Fonte: VEGA et al., 2012. 
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2.3 Principais Fungos Entomopatogênicos do filo Ascomycota 
 

2.3.1 Beauveria spp. Vuillemin  
[Sordariomycetes: Hypocreales: Cordycipitaceae] 
 

As espécies do gênero Beauveria são cosmopolitas; podem ser encontradas 
naturalmente infectando mais de >700 espécies de insetos (INGLIS et al., 2001). Beauveria 
ocorre naturalmente em algumas plantas e no solo. As epizootias são favorecidas por climas 
quentes e úmidos. Beauveria spp. é utilizado como um bioinseticida microbiano em alguns 
países. Em 1912 Vuillemin descreveu formalmente o gênero Beauveria nomeado pela primeira 
vez como Botrytis e é 1914, quando J. Beauverie a reconhece como Beauveria ou doença da 
muscardine branca, cuja reprodução assexuada é por meio de conídios. O termo “muscardine” 
foi aplicado a Beauveria bassiana. Foi a primeira doença de insetos de origem fúngica que 
mostrou a patogenicidade do fungo infetando o bicho da seda. Beauveria bassiana ocorre em 
todo o mundo e tem uma das maiores listas de hospedeiros entre os fungos imperfeitos. Os 
hospedeiros estão entre as ordens Lepidóptera, Coleóptera, Hemíptera, Díptera e Himenóptera 
(MARANHÃO, et al., 2009).  

O gênero Beauveria é composto por várias espécies: B. bassiana, B. brongniartii ou B. 
tenella, B. amorpha, B. velata, B. Globulifera e B. Densa, porém a mais frequentemente 
estudadas são B. bassiana (Balsamo) Vuillemin e B. brongniartii (De Lacroix) Siemszko 
(DOMSCH & GAMNS, 1980; BUSTILLO, 2001). 

O gênero é caracterizado por um micélio branco no exoesqueleto do hospedeiro, 
conidióforos simples, irregularmente aglomerados ou grupos verticilados, em algumas espécies 
inchados na base e afinando na parte de formação de conídios ou com extensão apical 
denticulada, que é apresentado em um zig-zag, os conídios são hialinos e asseptados, 
arredondados a ovoides e unicelulares (BUSTILLO 2001; SAMSON et al., 1988; REHNER & 
BUCKLEY, 2005). A fase teleomorfo é: Cordyceps (HUMBER, 2012).  

 
2.3.2 Metarhizium spp. Sorokin  
[Sordariomycetes: Hypocreales: Clavicipitaceae] 
 

Este patógeno ataca naturalmente mais de 300 espécies de insetos de diferentes ordens 
destacando Coleóptera, Díptera, Himenóptera, Lepidóptera e Homóptera (TANADA & KAYA, 
1993; ALVES et al., 1998; FRANCE et al., 1999; RODRÍGUEZ et al., 2002). Algumas pragas 
que são afetadas por este fungo são a cigarrinha da cana-de-açúcar (Aeneolamia varia) e 
percevejos de diversas culturas (MONZÓN, 2001). Este gênero apresenta um micélio que cobre 
totalmente os hospedeiros afetados; os conidióforos aparecem em manchas compactas ou 
individuais, as células conidiogênicas geralmente têm um ápice arredondado a cônico, 
densamente ramificado ou densamente entrelaçado; os conídios são asseptados, cilíndricos ou 
ovoides formando cadeias, podem ser hialinos ou pigmentados de verde oliva (HUMBER, 
1998, DOMSCH & GAMS, 1980). A fase teleomorfo é: Metacordyceps (HUMBER, 2012). 

As infecções de Metarhizium nas espécies de artrópodes são facilmente reconhecidas 
alguns dias após a morte, quando o fungo cresce no tegumento e forma estruturas reprodutivas. 
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Inicialmente, só são observadas hifas que aparecem em branco, mas quando os conídios 
maduram adquirem uma cor verde oliva característica. No entanto, dependendo da espécie e da 
estirpe de Metarhizium os esporos de podem variarem na cor de branco a amarelo, marrom e 
verde (TANADA & KAYA, 1993). As espécies Metarhizium são comumente consideradas 
como saprófitas do solo e mais frequentemente encontradas em habitats perturbados como em 
campos agrícolas, comparado com os ecossistemas florestais (MEYLING & EILENBERG, 
2007). Além disso, resultados recentes sugerem que esses fungos podem formar associações 
com as raízes das plantas (HU & ST. LEGER, 2002).  

As principais espécies deste gênero são: M. anisopliae (Metschn) Sorokin; M. 
flavoviride Gams & Rozypal; M. álbum (Petch); M. pingshaeme Chem & Giro; M. guizhousense 
Chem & Giro, e M. taii Liang & Liu (LIANG et al., 1995). A espécie M. anisopliae foi 
classificada em duas variedades sobre a base do tamanho dos conídios; M. anisopliae var. 
anisopliae (conídios pequenos 3,5-9 µm) e M. anisopliae var. majus (conídios longos 9-18 µm) 
(TULLOCH, 1976; SAMSON et al., 1988). Recentemente, através de estudos baseados em 
técnicas moleculares, novas variedades da espécie M. anisopliae foram sugeridas: M. 
anisopliae var. anisopliae, M. anisopliae var. lepidiotum, M. anisopliae var. acridium, M. 
anisopliae var. majus e M. anisopliae var. dcjhyium (DRIVER et al., 2000; DONG et al., 2007). 

A muscardine verde é causada por Metarhizium anisopliae. Este fungo foi isolado pelo 
pesquisador russo Metchnikoff (1879) a partir do besouro Anisoplia austriaca (Coleóptera: 
Scarabaeidae), quem sugere a sua utilização como um agente microbiano contra pragas de 
insetos (TANADA & KAYA 1993; ZIMMERMANN, 1993).  

 
2.3.3 Isaria spp. Persoon (Paecilomyces spp. Bainier)  
[Sordariomycetes: Hypocreales: Cordycipitaceae] 
 

Este gênero é normalmente encontrado na natureza numa grande variedade de 
hospedeiros, principalmente em larvas de lepidópteros.  Sua infecção é conhecida como 
muscardine amarela.  Algumas espécies deste gênero são: P. fumosoroseus, P. Farinosus, P. 
amoeneroroseu, P. Javanicus, P. ramosus, P. coleopterorum, P. tenuipes, P. cicadae, P. 
lilacinus, P. marquandii e P. Cinnamoneus (SAMSON et al., 1988; HUMBER, 2012). 

O gênero Paecilomyces apresenta colônias de cor lilás, rosa, marrom e cinza, 
dependendo da espécie, com um micélio irregular; em sua microscopia as hifas são hialinas a 
amareladas, septadas e de paredes finas. Apresentam ramificações verticiladas ou 
irregularmente ramificadas, tendo em sua parte terminal em cada rama grupos de fiálides, que 
também podem ser solitárias. As fiálides consistem de uma porção basal cilíndrica ou inchada, 
afinando abruptamente para formar muitas vezes um pescoço muito perceptível. Os 
conidióforos levam cadeias de conídios, hialinos, unicelulares e ovoides (DOMSCH & GAMS, 
1980; BUSTILLO, 2001; HUMBER, 2012). As infecções causadas por P. fumosoroseus são 
reconhecidos pelo rosa pálido, enquanto em P. lilacinus são roxo claro. A espécie mais 
importante é Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith (BUSTILLO, 2001). As fases 
teleomorfas são: Cordyceps ou Torrubiella. 
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2.3.4 Verticillium spp. Nees (Gams & Zare Lecanicillium spp.; W. Gams & Zare 
Simplicillium spp.; e Batista & O.M. Fonseca Pochonia spp.)  

[Sordariomycetes: Hypocreales: Cordycipitaceae- Lecanicillium, Simplicillium; 
Clavicipitaceae- Pochonia] 
 

No ano de 1898, na ilha de Java Zimmerman descobriu o fungo chamado 
Cephalosporium lecanii, no entanto, até o ano de 1939, o mesmo fungo foi relatado como 
Verticillium lecanii por Viegas, que se referiu ao halo branco característico formado por ele 
sobre o inseto Coccus viridis (Green) (SAMSON & ROMBACH, 1985). O fungo 
entomopatogênico V. lecanii é amplamente distribuído e pode causar epizootias em larga escala 
em regiões de climas tropicais e subtropicais e em ambientes quentes e úmidos (GARCÍA, 
1996). As condições favoráveis para o fungo são temperaturas entre 20-25 °C e umidade alta 
(HARPER & HAUNG, 1986). Existem inúmeros relatos em que se discute a ação de V. lecanii 
na mosca branca (Trialeurodes vaporariorum). Numa delas Fransen (1990), diz que esse fungo 
infeta as ninfas e adultos do inseto, mas não seus ovos. 

Os conidióforos das espécies de Verticillium são pouco diferenciados das hifas 
vegetativas, as células conidiógenas (fiálides) estão na forma de verticilios de dois a seis, em 
pares ou solitários sobre hifas, ou apicalmente sobre curtas ramificações (SAMSON & 
ROMBACH, 1985). Os conídios são hialinos, asseptados, cilíndricos ou elipsoidais, 
arredondados nas extremidades. Estes conídios nascem em forma de gotas filamentosas ou 
cadeias (SANSÃO & ROMBACH, 1985). Os clamidósporos (em Pochonia) são multicelulares, 
globosos, de paredes espessas, principalmente em ramos laterais curtos. As fases teleomorfas 
são: Cordyceps, Torrubiella para entomopatógenos (HUMBER, 2012). 

As espécies mais importantes deste gênero são: L. nigrescens, L. dahliae, L. nuvilum, L. 
alboatrum e L. tricorpus (DOMS & GAMS 1980). 

 
2.3.5 Nomurea spp. Maublanc 
[Sordariomycetes: Hypocreales]  

As espécies apresentam um micélio septado, branco, com supercrescimento floculante, 
escasso na cultura a denso em insetos (cobrindo completamente o hospedeiro), normalmente 
tornando-se roxo-cinza a violeta; conidióforos únicos (raramente) ou em sinemas (sinemas, 
com uma base estéril), ereto, tendo verticilos curtos, com grupos de fiálides curtas sobre 
métulas; células conidiógenas curtas, com ápices contundentes e pouco o nenhum pescoço 
distinto; conídios asseptados, liso, redondo ao ovoide ou alongado e ligeiramente curvado, 
cadeias divergente, pálido ao verde escuro, roxo-cinza ao roxo, ou (raramente) branco em 
massa. A fase teleomorfo é: Metacordyceps, Ophiocordyceps. Nos hospedeiros: lepidópteros e 
aranhas (HUMBER, 2012).  

A espécie mais comum, N. rileyi, é um agente patogénico clavipitaceous que afeta uma 
ampla gama de hospedeiros de lepidópteros em todo o mundo, e pode exercer controle natural 
significativo sobre esses insetos. O Ophiocordycipitaceous (N. atypicola) patógeno de aranhas, 
é muito menos comum. Nomurea rileyi (Farlow) Samson (Clavicipitaceae) patógeno da família 
Noctuidae (especialmente larvas); forma uma massa de conídios (verde-cinza), cobrindo o 
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hospedeiro; os conídios são ovoides e em cadeias curtas. Nomurea atypicola Yasuda 
(Ophiocordycipitaceae); tem conídios cinza ao roxo (HUMBER, 2012). 

 
2.4 O processo de infecção  

 
Os fungos patógenos de insetos têm que cumprir vários desafios para produzir 

suficientemente novos esporos infecciosos em cada geração para manter as populações viáveis. 
Em primeiro lugar, a transmissão frequentemente requer a liberação de um numero de esporos 
em massa ou superfícies de esporos pegajosas ou substâncias que maximizam a adesão de outras 
maneiras (VEGA et al., 2012). Em segundo lugar, os esporos germinam e deve iniciar a 
penetração do exoesqueleto do inseto de forma relativamente rápida ou sobreviver após uma 
ingestão oral (Ascosphaera) (COLE & HOCH, 1991; VEGA et al., 2012). Terceiro, as células 
fúngicas devem proliferar dentro do hemocelo, músculos ou outros tecidos do hospedeiro para 
que o sistema imunitário do hospedeiro entre em colapso de forma que o hospedeiro morra 
depois (VEGA et al., 2012). Em quarto lugar, o fungo deve gerenciar o cadáver para otimizar 
a produção de esporos e dispersão em condições ambientais prevalentes (Figura 8) (ROY et al., 
2006). Assim, os fungos entomopatogênicos apresentam várias fases no desenvolvimento de 
infecções fúngicas: 

 
2.4.1 Adesão dos esporos na cutícula do hospedeiro e germinação de esporos. 

 
A inoculação ocorre por contato direto entre cadáveres infecciosos e hospedeiros 

suscetíveis, ou indiretamente através de esporos no ar ou esporos depositados sobre a vegetação 
ou partículas de solo (HESKETH et al., 2010). Experimentos de infecções em laboratório 
mostram que um número mínimo de esporos é geralmente necessário para conseguir infecções 
previsíveis (INGLIS et al., 2012).  

Os fungos são organismos heterotróficos, porém têm que absorver os compostos 
orgânicos produzidos por outros organismos como suas fontes primarias de energia. O primeiro 
passo para a infecção é a união dos propágulos fúngicos a cutícula do hospedeiro. Esta ligação 
envolve mecanismos não específicos de adesão controlados pelas propriedades hidrofóbicas da 
parede celular dos conídios (BOUCIAS et al., 1988). O processo refere-se à interação entre as 
proteínas (hidrofobinas) localizadas nos conídios e a superfície hidrófoba do exoesqueleto dos 
insetos susceptíveis (FANG et al., 2005).  
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Figura 8. O diagrama ilustra as formas em que os fungos patogênicos infectam os hospedeiros artrópodes por 
esporos assexuais ou sexuais, proliferam e se dispersam. (a) Infecção: os fungos Entomophthorales infectam 
principalmente por conídios pegajosos e penetram a cutícula diretamente, e fungos Hypocreales infectam por 
conídios, que produzem estruturas apressóriales. Esporos de Ascosphaera são pequenos, entram por via oral e 
infectam através do epitélio intestinal. (b) Crescimento: a maioria de Hypocreales e Onygenales proliferam através 
do crescimento de hifas, e fungos Entomophthorales proliferam através de protoplastos. (c) Reprodução: esporos 
assexuados de fungos Entomophthorales e ascósporos sexuais de Hypocreales são principalmente disseminados 
por pressão a partir da superfície dos cadáveres (flechas para cima à direita), enquanto que esporos sexuais dos 
fungos Entomophthorales e conídios assexuais de Hypocreales são liberados de forma passiva (flechas para acima 
e para abaixo à esquerda). Ascosphaera produz apenas esporos sexuais que são liberados de forma passiva (flecha 
para baixo à direita). Fonte: BOOMSMA et al., 2014. 
 

Em alguns táxons de Hypocreales como Beauveria, Metarhizium e Paecilomyces as 
propriedades hidrofóbicas dos conídios são devidas à presença na parede celular de proteínas 
ricas em cisteína chamadas hidrofobinas. Em contraste, Verticillium lecanii possui conídios 
hidrofílicos (INGLIS et al., 2001).  Este processo ocorre em três fases sucessivas: (1) adsorção 
dos esporos à superfície através do reconhecimento de receptores específicos de natureza 
glicoprotéica no inseto, (2) a adesão ou a consolidação da interface entre o esporo pré-
germinado e a epicutícula e finalmente, (3) a germinação e desenvolvimento até a formação de 
apressórios para iniciar a fase de penetração (TELLEZ et al., 2009). Os esporos de 
Entomophthorales tem um revestimento mucilaginoso disponível dentro das duas camadas da 
parede celular que é liberado no momento do impacto com um substrato, resultando na adesão 
(EILENBERG et al., 1986). Além disso, nos Entomophthorales se produzem esporos que são 
evolutivamente derivados de esporângios. Os esporos de muitos fungos Entomophthorales são 
liberados por pressão (PAPIEROK & HAJEK, 1997).  

Alguns táxons, por exemplo, espécies de Neozygites e Zoophthora também produzem 
uma capilioconidia alongada que se desenvolve ao final em capiliconidioforos delgados. Esses 
propágulos se tornam facilmente removíveis quando é tocado por um inseto e adere-se a 
cutícula por uma gota de adesivo que exsuda da ponta do capiliconidio. Holder & Keyhani 
(2005), analisaram a adesão de conídios aéreos, conídios submersos e blastosporos de B. 
bassiana em superfícies hidrofóbicas e hidrofílicas seus resultados mostram que: (1) os 
conídios aéreos se ligam bem a superfícies hidrofóbicas, mas fracamente a superfícies 
hidrofílicas; (2) os conídios submersos se ligam a ambas superfícies hidrofóbica e hidrofílica; 
e (3) os blastosporos se ligaram fortemente a superfícies hidrofílicas e fracamente a superfícies 
hidrofóbicas.  
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O processo de adesão do esporo a cutícula do inseto, é mediada pela presença de 
moléculas sintetizadas pelo fungo denominadas adesinas. Em Metharizium anisopliae se 
descreveu um tipo de adesina conhecida como MAD1, que está localizada na superfície dos 
conídios. A diferença da proteína adesina MAD2 em M. anisopliae envolvida com a aderência 
a superfícies das plantas, e também parece estar relacionada com a competência na rizosfera 
(PAVA-RIPOLL et al., 2011). O rompimento do gene que codifica para MAD1 afeta a 
germinação e a formação de blastosporos, reduzindo significativamente a virulência do fungo 
(WANG & ST. LEGER, 2007). Além disso, demonstrou-se que os íons divalentes tais como 
Ca2 + e Mg2 + reduzem as forças de repulsão eletrostáticas que promovem a adesão de esporos 
(PUCHETA et al., 2006).  

A germinação ocorre quando o conídio encontra condições favoráveis de umidade, 
temperatura, fatores físicos e químicos e exigências nutricionais na cutícula podendo produzir 
estruturas de penetração como tubos germinativos e apressórios ou uma substância 
mucilaginosa que prende para iniciar a formação do tubo germinativo que penetra através dos 
poros ou as camadas mais externas da epicutícula (SHAH & PELL, 2003). Embora está 
estrutura pode estar ausente em alguns táxons como Beauveria e Nomurea, o tubo germinativo 
penetra através de aberturas naturais, também alguns Entomophthorales (Conidiolobus 
obscurus, Pandora neoaphidis, P. blunckii, Entomophthora planchoniana e Batkoa apiculata) 
não formam apressórios e penetram a cutícula diretamente a partir do tubo germinativo (HAJEK 
& DELALIBERA, 2010). No caso de Beauveria bassiana, para a germinação de conídios, o 
fungo necessita de uma fonte exógena de carbono como a quitina e, a um nível inferior, certos 
ácidos graxos. Além disso, os lipídeos epicutículares dos insetos podem ser importantes para a 
ligação do fungo com a cutícula do hospedeiro (FERRON, 1985).  

De acordo com Lecuona et al. (1997), indicaram dois possíveis papéis dos lipídios 
epicutículares dos insetos e sua relação com os fungos entomopatogênicos: a primeira seria 
fazer pouco acessíveis as fontes de energia para a germinação de conídios e a segunda poderia 
ser uma atividade antifúngica específica podendo inibir o crescimento das hifas. Recentemente, 
foi associada à degradação dos lipídios na camada externa como uma fase de crescimento prévio 
à penetração do fungo (BEYS DA SILVA et al., 2010). Foi ainda sugerida a posterior síntese 
de enzimas hidrolíticas (proteases, lipases e quitinases, entre outros) que degradam a cutícula e 
liberam nutrientes para o fungo (FRANCO et al., 2011).  

 
2.4.2 Penetração no hemocele. 
 

Para que a infecção seja um sucesso o fungo entomopatogênico deve penetrar a cutícula 
do inseto, composta de uma rede de polímeros de quitina (polissacarídeo) incorporada numa 
matriz de proteína (até 70%) (VEGA et al., 2012).  A cutícula está dividida em três secções 
(Figura 9) (LOCKE, 2001; KLOWDEN, 2007). A camada mais externa é chamada envelope 
(também conhecida como camada cuticular) e é de 10-30 nm de espessura. Debaixo do 
envelope é a epicutícula (0,5-2 nm de espessura), seguido pela procutícula (maior do que o 
envelope e a epicutícula), que é onde a quitina e as proteínas formam uma matriz. A procutícula 
pode ainda ser dividida em uma camada interior chamada endocutícula (10-200 mm de 
espessura), e uma camada exterior conhecida como o exocutícula. As proteínas cuticulares 
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podem variar de acordo com as áreas anatômicas do inseto, bem como com o estádio de 
desenvolvimento do inseto (WILLIS et al., 2005). As células da epiderme são encontradas na 
base da procutícula e o hemocelo está por baixo das células epidérmicas. A cutícula deve ser 
rompida por pressão mecânica (ZACHARUK, 1970) e através da produção de enzimas 
degradadoras de cutícula para que o fungo possa obter a nutrição e colonizar o inseto (VEGA 
et al., 2012).  

 

 
Figura 9. Modelo genérico que mostra o processo de infecção por fungos entomopatogênicos. Conídios sobre a 
cutícula do inseto, onde germina e forma um tubo germinativo e um apressório. A hifa penetra e rompe as camadas 
da cutícula, atingindo o hemocelo onde são formados blastosporos e corpos hifales. O crescimento fúngico 
continua e se move ao longo do hemocelo, invadindo órgãos, interrompendo processos metabólicos, e, 
possivelmente, produzindo metabolitos tóxicos, e causando a morte. Fonte: VEGA et al., 2012. 

 
A maneira na qual os fungos entomopatogênicos penetram no inseto depende das 

propriedades da cutícula, tais como a espessura, a esclerótização e a presença de substâncias 
antifúngicas e nutricionais (CHARNLEY, 2003).  Uma vez estabelecido o processo de adesão, 
contínua a penetração que é possível graças à ação combinada de dois mecanismos, um físico 
e um químico, o primeiro é a pressão exercida por uma estrutura do fungo chamada haustório, 
que distorce a primeira camada cuticular e, em seguida, rompe as áreas esclerosadas e 
membranosas da cutícula. O mecanismo químico envolve a ação enzimática, principalmente de 
atividades hidrolíticas, tais como proteases, lipases e quitinases que degradam o tecido na área 
de penetração, facilitando a entrada do fungo (MONZON, 2001). Estudos in vitro indicam que 
a digestão do tegumento segue uma sequência de lipase - protease- quitinase (TANADA & 
KAYA, 1993).  A ação da enzima pode ser co-ajudado pela secreção de ácidos orgânicos tais 
como ácido oxálico (KHACHATOURIANS, 1991). 

A protease PR1 é considerada um fator de virulência importante em Metarhizium 
anisopliae, a sobre-expressão desta enzima no mesmo fungo reduz um 25% o tempo de morte 
em Manduca sexta, em comparação com aqueles que foram infectados com o genótipo de tipo 
selvagem (ST. LEGER et al., 1996). Da mesma forma a sobre-expressão do gene que codifica 
para quitinase de Beauveria bassiana acelera o processo de morte nos insetos em um 23% (FAN 
et al., 2007). Assim, podemos demonstrar a importância da secreção destas enzimas hidrolíticas 
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na virulência dos fungos entomopatogênicos, o que poderia ser uma ferramenta para a seleção 
das melhores estirpes para a formulação de inseticidas biológicos. 

Outro mecanismo utilizado pelo fungo para penetrar no hemocele é através da cavidade 
oral, espiráculos e outras aberturas externas do inseto. Já que a umidade não é um problema no 
trato digestivo, os esporos podem germinar rapidamente neste ambiente; apesar de que fluidos 
digestivos podem destruir ou degradar as hifas de germinação. Em alguns casos, a digestão de 
estruturas fúngicas pode causar a morte devido a toxicidade em vez da micose (CHARNLEY, 
1992). 

 
2.4.3 Replicação no hemocele. 

 
Depois de atingir o hemocelo, a maioria dos fungos realiza transição dimórfica de 

micélio a levedura (Entomophthorales), em outros termos muitas vezes prescindem da 
formação de parede celular e se desenvolvem em protoplastos (blastosporos), evitando o 
reconhecimento por hemócitos circulantes no hemocele (VINSON, 1991).  

As vantagens desta forma celular são o aumento das taxas de aquisição de nutrientes, 
além de que as células fúngicas podem-se multiplicar no hemocelo, sem ser detectadas pelo 
sistema imunológico do inseto que utiliza epiotipos de parede celular como detectores. Uma 
vez que evadem o sistema imunológico do inseto, ocorre uma septicemia (EILENBERG & 
MICHELSEN, 1999). 

O inseto pode responder à infecção por mecanismos humorais (fenoloxidases, lectinas, 
proteínas e peptídeos de defesa), celulares (fagocitose, encapsulamento) ou ambos. No entanto, 
os blastosporos de algumas espécies como Nomurea rileyi aparentemente não são fagocitadas 
por hemócitos de insetos, talvez devido à falta de resíduos específicos na superfície o que torna 
irreconhecível pelas lectinas humorais (BOUCIAS & PENDLAND, 1998). Quando os 
nutrientes provenientes do inseto, especialmente fontes de nitrogênio estão esgotados, as fases 
leveduriformes retomam seu crescimento micelial, como observado em Entomophtora 
thripidum (FREIMOSER et al., 2003).  

A infecção fúngica induz sintomas fisiológicos anormais no inseto, como convulsões, 
falta de coordenação, comportamento alterado e paralisia. A morte ocorre por uma combinação 
de efeitos que incluem danos físicos aos tecidos, toxicidade, desidratação das células por meio 
da perda de fluidos e consumo de nutrientes (BUSTILLO, 2001). Uma vez dentro do inseto, os 
fungos têm que lidar com os mecanismos de resposta do sistema imune para a qual se 
desenvolveram estratégias defensivas e imunossupressoras, como a produção de proteases que 
degradam o sistema imune humoral, produção de depsipeptídeos cíclicos como as destruxinas 
que causam paralisia ao inseto pela sua capacidade de abrir os canais de cálcio, assim como 
outras toxinas que danificam o sistema muscular e túbulos de Malpighi, afetando a excreção e 
dificultando sua capacidade de alimentar-se e mover-se ou também por alterações estruturais 
na parede celular (PAL et al., 2007).  

Existe um considerável número de metabólitos secundários com baixo peso molecular 
que têm sido isolados a partir de patógenos de insetos, muitos dos quais demonstraram atividade 
inseticida marginal (GILLESPIE & CLAYDON, 1989). Embora menos estudadas, também 
foram observadas que as diferentes macromoléculas de natureza proteicas têm efeito inseticida 
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notável como as proteínas melanizantes de B. bassiana (FUGUET & VEY, 2004; FUGUET et 
al., 2004), uma glicoproteína de B. sulfurescens (MOLLIER et al., 1994) e a hirsutellina A, 
isolada de Hirsutella thompsonii (WEI-ZHEN, et al., 1995).  Os metabólitos inseticidas 
produzidos por fungos têm vários modos de ação e em muitos casos são muitas vezes a causa 
direta da morte do inseto, agindo sobre as células especializadas do sistema imunológico para 
evitar o ataque a estruturas fúngicas invasivas (TÉLLEZ et al., 2009). As toxinas produzidas 
por fungos entomopatogênicos podem ser macromoléculas protéicas ou moléculas de tamanho 
médio a pequeno com baixo peso molecular (VEY et al., 2001). Entre as toxinas produzidas 
por M. anisopliae se destaca as destruxinas como as mais estudadas, pelo seu modo de ação que 
é a inibição da síntese de DNA, RNA e proteínas nas células de insetos (PUCHETA et al., 
2006).  

Finalmente, quando as condições de temperatura e umidade são favoráveis, as hifas 
conseguem atravessar o tegumento do inseto ocorrendo à emergência do fungo em direção ao 
exterior. Geralmente a emergência ocorre pelas regiões menos esclerosadas do tegumento, 
como a membrana intersegmentar ou espiráculos, mas isso depende do hospedeiro e estágio de 
desenvolvimento. Uma vez que as hifas atravessam o tegumento podem permanecer na fase 
vegetativa e começar o processo de esporulação (fase reprodutiva) dentro de 24 a 48 h, 
dependendo da umidade relativa e síntese de antibióticos para evitar o crescimento de 
organismos oportunistas (SRIVASTAVA et al., 2009), Beauveria bassiana e B. brongniartii 
produzem o antibiótico oosporeina. As hifas formam conidióforos dando origem a esporos 
assexuais (conídios) que são unidades infectivas com função de disseminação (CAÑEDO & 
AMES, 2004).  

Os fatores ambientais controlam a produção de conídios, sua sobrevivência e 
germinação de modo que eles são críticos para o desenvolvimento de epizootias 
(CARRUTHERS & SOPER, 1987). A esporulação ocorre normalmente em cadáveres, mas 
também pode ocorrer em insetos vivos (TANADA & KAYA, 1993). A duração do período de 
incubação varia entre espécies, no entanto, o desenvolvimento da doença durante o período 
vegetativo, é geralmente dependente da temperatura (CARRUTHERS & SOPER, 1987). A 
dispersão de esporos pode ser um processo ativo ou passivo e depende das características do 
esporo e esporângio (TANADA & KAYA, 1993).  

 
2.5 Mecanismos de defesa dos insetos 

 
O comportamento dos insetos pode alterar o sucesso da infecção dos fungos 

entomopatogênicos. Em geral, a mosca da fruta Drosophila melanogaster tem sido o organismo 
modelo utilizado para elucidar os mecanismos de defesa dos insetos ante o ataque dos 
patógenos, os quais foram classificados em: 1) barreiras físico-químicas, 2) sistema imune inato 
(LEVITIN WHITEWAY, 2008; TELLEZ et al., 2009) e 3) outras estratégias de defesa. No 
caso dos insetos sociais, como abelhas, cupins e formigas também foram observadas as 
adaptações do seu comportamento permitem manter a imunidade de suas colônias (RICHARDS 
et al., 2008). 
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2.5.1 Barreiras físico-químicas 
 
A cutícula é a primeira linha de defesa a ser uma estrutura rígida que cobre a parte 

exterior do inseto que consiste de duas camadas: a epicutícula e procutícula. A primeira é 
composta principalmente de gorduras, ceras e lipoproteínas, cuja função é evitar a perda de 
água pela transpiração. A segunda é a mais abundante constituindo o 95% da estrutura e está 
composta de quitina e várias proteínas estruturais que fornecem rigidez, atuando como uma 
barreira física à penetração de patógenos, além de ser dificilmente degradada por enzimas líticas 
excretadas pelos mesmos (HAJEK & ST. LEGER, 1994). 

Atualmente é considerado que a cutícula tem uma função mais ativa, uma vez que a 
partir da epiderme se secretam moléculas que agem especificamente inibindo os mecanismos 
de infecção dos entomopatógenos. Tem sido relatado que, na cutícula ocorre a produção de 
proteases, peptidases antifúngicas e inibidores de proteases fúngicas que podem desempenhar 
um papel importante durante a infecção, além da presença de ácidos gordos de cadeia curta e 
lipídios de cutícula que inibem a germinação de esporos fúngicos (JAMES et al., 2003). 

 
2.5.2 Sistema imune inato 

 
A segunda linha de defesa dos insetos a constitui o sistema imune inato e é composta 

pelo sistema celular e o sistema humoral, capaz de reagir ante a invasão de patógenos 
diferenciando o próprio do estranho. Neste processo, participam os sistemas de reconhecimento 
com padrões moleculares característicos de polissacarídeos microbianos presentes na parede 
celular como: peptidoglicanos abundantes em bactérias Gram (+); lipopolissacarídeos na 
membrana externa de bactérias Gram (-) e finalmente a-1,3-glucanos na parede celular dos 
fungos. 

O sistema humoral utiliza proteínas antibióticas e outras moléculas efetoras que 
circulam no hemocele e/ou cutícula com a finalidade de inativar os agentes patogénicos que 
acessaram ao interior do inseto. Tem descrito que os insetos sintetizam moléculas com ação 
biocida especificas como cecropinas, defensinas, atacinas, lisozima, entre outros. (BOMAN et 
al., 1991). Embora é um tema ainda controverso, foi determinada a existência de fenoloxidases 
e hemaglutininas (lectinas) na hemolinfa que poderia simular o papel de antígenos em 
combinação com proteínas depositadas na superfície dos invasores. Em alguns dípteros, o 
plasma da hemolinfa é encarregado de melanizar e encapsular microrganismos invasores 
através da via tirosina-fenoloxidase sem que os hemócitos estejam envolvidos na formação da 
cápsula (TANADA & KAYA, 1993). 

O sistema celular, por sua parte, é composto pelos hemócitos circulantes na hemocele 
capaz de reconhecer os elementos estranhos mediante receptores tipo Toll (proteínas 
transmembrânicas de tipo I que fazem parte do sistema imunológico inato) que ativam a 
produção de peptídeos antimicrobianos (LEVITIN & WHITEWAY, 2008). Quando a 
concentração de micro-organismos patogénicos é baixa, a fagocitose é o principal mecanismo 
para remover os invasores. Em concentrações mais elevadas, eles formam agregados chamados 
nódulos. Há provas que indicam que as pró-fenoloxidases desempenham um papel importante 
neste sistema, as quais são enzimas importantes para a síntese de melanina, polímero que 
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normalmente é depositada sobre os patógenos, para formar encapsulados (MARMARAS et al., 
1996). Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana são capazes de evitar a encapsulação no 
hemocelo (BIDOCHKA et al., 2010). Spodoptera littoealis (WILSON et al., 2001) e Tenebrio 
molitor (BARNES & SIVA-JOTHY, 2010) tem mostrado maior resistência a B. bassiana e M. 
anisopliae, respectivamente, quando são criados em condições lotadas. Este aumento da 
resistência parece estar relacionado á melanização cuticular, isto é a formação do pigmento 
melanina por polimerização de compostos fenólicos (VEGA et al., 2012). Em contraste, o 
aumento de resistência contra M. acridium em S. agregaria criados em condições de 
superlotação parece estar relacionada com o aumento da atividade microbiana (WILSON et al., 
2002).  

Em Drosophila, esta reação é regulada através de uma cascata de sinalização que 
envolve proteases serina induzíveis (MP1 e MP2) e o seu inibidor (serpina Spn27A), primeiro 
atuando como ativadores da fenoloxidase e segundo na regulação da atividade da enzima. MP1 
ativa a melanização em resposta a infecções provocadas, por fungos e bactérias, enquanto que 
MP2 está principalmente envolvido na resposta a infecções de origem fúngica (TANG et al., 
2006). 

 
2.5.3 Outras estratégias de defesa 

 
Como parte da luta constante pela sobrevivência, alguns insetos são capazes de melhorar 

suas habilidades de defesa contra patógenos de acordo com a densidade de suas populações. 
Sob tais circunstâncias, a seleção natural favorece aqueles indivíduos que usam sinais 
associadas à densidade populacional para desenvolver mecanismos de defesa ideais. Como 
resultado, os indivíduos que crescem superlotados são mais resistentes que aqueles indivíduos 
desenvolvidos em baixa densidade. Esse fenômeno chamado “profilaxia” dependente da 
densidade (WILSONY REESON, 1998), está presente principalmente em insetos que 
apresentam polifenismo, como o gafanhoto do deserto Schistocerca gregaria. Observa-se que 
quando estes insetos se desenvolvem em condições de aglomeração são significativamente mais 
resistentes ao fungo Metarhizium anisopliae que os gafanhotos solitários, devido à atividade 
anti-microbiana aumentada em seus sistemas de defesa (WILSON et al., 2002).   

Os insetos também são capazes de modificar seu comportamento, a fim de lutar contra 
os agentes patogénicos, como no caso do gafanhoto Locusta migratória que ao ser infectado 
por Metarhizium anisopliae aumenta a temperatura do corpo pela exposição ao sol parando o 
desenvolvimento dos blastósporos do fungo e facilitando a ação dos hemócitos de seu sistema 
imune (OUEDRAOGO et al., 2003). 

No caso dos insetos sociais, eles desenvolveram muitas adaptações de conduta ou 
comportamento para prevenir ou combater as infecções por parasitas e patógenos. O primeiro 
caso de adaptações de comportamento social é remover os membros da colônia com sinais de 
doença (RICHARD et al., 2008). No caso de abelhas, além de reconhecer e remover indivíduos 
doentes, são capazes de produzir uma "febre social", onde as obreiras estão aglomeradas e 
aumentam a temperatura em torno de larvas doentes, a fim de eliminar os patógenos 
(STARCKS et al., 2000). Uma segunda modificação do comportamento ocorre nos próprios 
indivíduos doentes para reduzir a transmissão da doença, mantendo-se fora do ninho ou 
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afastando-as das larvas ou a rainha. Finalmente, uma terceira modificação do comportamento é 
uma interação social prejudicada de grupos de indivíduos saudáveis com indivíduos infetados. 
O incremento do contato de indivíduos saudáveis com os doentes pode resultar numa 
“vacinação” coletiva de indivíduos saudáveis, aumentado sua imunidade (RICHARDS et al., 
2008). 

 
2.6 Enzimas produzidas por fungos entomopatogênicos 

 
O tegumento dos insetos constitui-se em uma barreira físico-química altamente eficiente 

contra a penetração de muitos agentes entomopatogênicos. A cutícula do inseto é uma estrutura 
composta de nanofibras de quitina cristalina integrada a uma matriz de proteínas, polifenóis, 
água e pequenas quantidades de lipídios, que pode ser degradada por proteases e quitinases. 
Enquanto a parede celular dos fungos é uma estrutura complexa composta por quitina, glucanos, 
e outros polímeros, com a evidência de uma ligação cruzada entre os componentes, criando uma 
complexa estrutura reticular (VINCENT & WEGST, 2004).  

A quitina é um polissacarídeo não ramificado, constituído por N-acetil-D-glucosamina, 
em que os monómeros são ligados por β-1,4 e existem três tipos de quitina: α, β e ɣ. As proteínas 
são glicoproteínas cuja fracção glicosilada é formada por manose e galactose (WESSELS, 
1999). Os lipídeos nas paredes celulares dos fungos estão presentes numa gama de 1 a 10 % do 
seu peso seco; e são os ácidos graxos, os mais abundantes em C16 e C18 (PUCHETA et al., 
2006).  

Os fungos entomopatogênicos são capazes de sintetizar enzimas hidrolases, tais como 
lipases, proteases, quitinases, glucanases e outras, de modo que estas enzimas podem ser 
utilizadas para o controle biológico. St. Leger et al. (1986), verificaram que enzimas 
extracelulares (endoproteases, aminopeptidases, lipases, esterases e quitinases) foram 
produzidas em grandes quantidades por M. anisopliae var. anisopliae, Beauveria bassiana e 
Verticilium lecanii quando foram crescidos usando cutícula do gafanhoto Schistocerca 
gregaria. Além disso, foi observada uma grande variação nos níveis de produção enzimática 
entre os diferentes isolados, bem como entre as diferentes espécies analisadas, sendo que todos 
os isolados apresentaram alta produção de endoproteases. A sequência de produção dos 
diferentes tipos enzimáticos ocorreu de forma similar para as diferentes espécies, sendo que as 
primeiras atividades observadas (< 24h) foram as do complexo proteolítico e esterase. Estes 
mesmos autores observaram que para que ocorra a hidrólise das proteínas cuticulares é 
necessária a adsorção de proteases na cutícula. Posteriormente, verificou-se que a adsorção da 
protease Pr1 ocorre via pontes eletrostáticas não específicas entre os grupos carregados 
positivamente da enzima e grupos carboxil da cutícula de gafanhoto. Modificações químicas 
dos grupos carboxil, amino e hidroxil de proteínas cuticulares do gafanhoto revelaram que os 
grupos carboxil são essenciais para ligações eletrostáticas das proteases básicas produzidas por 
estas espécies fúngicas (BIDOCHKA & KHACHATOURIANS, 1991). 

As proteases são classificadas em quatro classes diferentes: serina, cisteína, metalo e 
aspartil, das quais a mais comum nos fungos entomopatogênicos é a serina-protease do tipo 
subtilisina (ST LEGER, 1995). Também produzem proteases do tipo tripsina chamadas Pr2 
(COLE et al., 1993). As dois proteases são enzimas extracelulares (TIAGO et al., 2002) 
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segregadas eficientemente para a degradação da cutícula, proporcionando nutrientes para o 
crescimento do fungo (MONOD et al., 2002). Proteases do tipo Pr1 e Pr2 também foram 
observadas em sobrenadantes das culturas de B. bassiana, Verticillium lecanii, Nomurea rileyi 
e Aschersonia aleyrodis (ST. LEGER et al., 1996). As enzimas do tipo Pr1 produzidas por estes 
fungos apresentaram similaridades em quanto à especificidade pelo substrato, porém, 
anticorpos contra a protease de M. anisopliae var. anisopliae (ME1) reagiram somente com 
proteases produzidas por isolados da mesma espécie não ocorrendo reação com as proteases 
produzidas pelas demais espécies analisadas. Resultados semelhantes foram observados por 
Shimizu et al. (1993). Proteases produzidas por isolados de B. bassiana e de B. brongniartii 
foram imunologicamente idênticas, enquanto que proteases de B. bassiana diferiram 
imunologicamente daquelas produzidas por M. anisopliae e Paecilomyces fumosoroseus, 
apesar de apresentarem alto grau de similaridade quanto à especificidade pelo substrato. 
Também se podem utilizar as mesmas proteases produzidas por fungos entomopatogênicos no 
controle de insetos, fungos patogênicos, bactérias e nematoides (KHAN et al., 2003).  

As estratégias que têm sido sugeridas, entre outros, têm sido a modificação genética de 
Metarhizium anisopliae para a sobre expressão da protease Pr1, a principal enzima que degrada 
a cutícula. Ao disseminar a enzima no campo mostraram que não afetam outros insetos como 
besouros Calosoma sycopantha, predadores de lagartas e estafilinídeos mantendo a estabilidade 
genética por um ano e, sem afetar de forma antagônica o complexo e dinâmico microambiente 
da rizosfera (ST LEGER et al., 1996; HU & ST LEGER, 2002). No entanto, a quitinase agindo 
sinergicamente com a protease e os β-1,3-glucanases são enzimas que estão diretamente 
envolvidas na degradação da cutícula de insetos (ST LEGER et al., 1986), além de estar 
envolvidas em muitas fases, como a germinação, crescimento de hifas, morfogênese, e proteção 
contra concorrentes (SEIDL, 2008).  

Em quanto ao controle de insetos, a virulência dos fungos entomopatogênicos sobre 
pulgões (Myzus persicae) aumentou, transformando uma cepa de B. bassiana com a construção 
de um gene fundido contendo o gene Bbchit1e Pr1, que codificam para uma quitinase 33 kD e 
protease do tipo subtilisina, respectivamente; para expressar o gene, a proteína é dissociada em 
duas partes que tem atividade de protease e quitinase (FANG et al., 2009). Em estudos 
conduzidos aos efluentes da fermentação submergida do fungo Lecanicillium (Verticillium) 
lecanii usando melaço de cana de açúcar como substrato, verificou-se que a partir das 16 horas 
começa a produção de enzimas com atividade proteolítica e lipolítica, que aumenta a medida 
que transcorre o processo de fermentação (GÓMEZ et al., 2004). Também se demonstrou a 
produção de quitinases e amilases (SAKSIRIRAT & HOPPE, 1991). Sabe-se que as enzimas 
produzidas por estes fungos, agem como uma unidade, e aparentemente têm uma ação conjunta 
o que lhes permite penetrar através do tegumento do inseto. As lipases e proteases atuam antes 
que as quitinases, a produção sequencial das mesmas pode ser interpretada a partir da estrutura 
física da cutícula do inseto, as fibras de quitina são rodeadas por uma camada de proteína; 
portanto a quitina não pode ser degradada até que as proteínas sejam removidas. Estas enzimas 
são sintetizadas de uma maneira coordenada em relação à estrutura cuticular, e são induzidas 
in vitro, quando eles são cultivados sobre cutícula de inseto (SHIMIZU et al., 1993). 

Observou-se que as enzimas podem ser induzidas por diferentes substratos como 
quitina, quitosano e N-acetilglucosamina, que podem ser indutores de glucanases (NORONHA 
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et al., 2000). Portanto, proteases, quitinases e glucanases podem ser induzidas por substratos 
complexos, como a cutícula de insetos; alguns estudos têm mostrado isso, como a serina-
protease P32 do fungo nematófago Verticillium suchlasporium induzida pela cutícula de 
Callosubruchus maculatus (TIKHONOV et al., 2002), as proteases e quitinases foram 
sintetizadas por Metarhizium anisopliae na presença de cutícula de Callosobruchus maculatus 
(MURAD et al., 2006), essa capacidade que tem os fungos para induzir a expressão de enzimas 
com diferentes substratos ou moléculas abre possibilidade de utilização no controle de pragas 
(FRANCO et al., 2011). 

 
2.7 Metabolitos secundários tóxicos produzidos por fungos entomopatogênicos 
 

Qualquer composto que não seja essencial para o crescimento e desenvolvimento é 
referido como metabolito secundário (KELLER et al., 2005). Os fungos entomopatogênicos 
produzem metabólitos que são tóxicos para os insetos e, geralmente, são sintetizados quando o 
fungo penetra o exoesqueleto (TELLEZ-JURADO et al., 2009) e alcança o hemocelo como 
parte dos fatores de virulência durante a patogênese, de modo que se considera que tem 
propriedades inseticidas (VEY et al., 2001) e outros metabolitos com atividade anti-alimentaria 
nos insetos (QUESADA-MORAGA et al., 2006). Muitas destas toxinas fúngicas são 
metabolitos secundários de baixo peso molecular com um potencial comercial como agentes de 
controle de insetos. Os depsipeptídeos são os metabolitos mais conhecidos, a denominação 
depende do fungo a que corresponda, por exemplo, a destruxina é produzida por Metarhizium 
anisopliae e a beauvericina é produzida por Beauveria bassiana e foi isolada pela primeira vez 
a partir de uma cultura liquida (Figura 10) (HAMILL et al., 1969).  

Beauveria spp. foram relatadas como produtoras de diferentes ciclodepsipeptídeos 
(peptídeos de lactonas). Os ciclodepsipeptídeos podem atuar como antibióticos ionoforos 
devido a suas interações seletivas com íons de potássio ou de sódio, alterando assim a 
permeabilidade das membranas celulares (NGOKA et al., 1999). Outros ciclodepsipeptídeos 
produzidos por Beauveria spp. incluem beauverolides (MOCHIZUKI et al., 1993) e bassiatine 
(KAGAMIZONO et al., 1995). Experimentos feitos por Xu et al. (2009), mediante o 
rompimento do gene que codifica para o bassianolide, confirmou que este metabolito serve 
como um fator significativo na virulência, quando o bassianolide foi testado em bioensaios 
envolvendo a imersão de várias espécies de Lepidópteros (G. mellonella, S. exígua, ou 
Helicoverpa zea) na suspensão de conídios. O bassianolide também foi toxico para o bicho da 
seda (Bombyx mori) quando foi injetado nas larvas ou incorporado na dieta (KANAOKA et al., 
1978), ou também quando foi injetado em H. zea (CHAMPLIN & GRULA, 1979). Kwon et al. 
(2000), relatou a detecção do bassianolide e beauvericina em larvas de B. mori que foram 
mortas por Beauveria bassiana. Os beauverolides I e II têm sido relatados com atividade 
inseticida moderada contra Callosobrochus chinensis e Spodoptera litura (MOCHIZUKI et al., 
1993).  Beauveria spp. não são só os fungos que produzem estes metabolitos secundários. Por 
exemplo, o bassianolide também é produzido por Verticillium lecanii (SUZUKI et al., 1977), 
os beauverolides são produzidos por I. fumorosea (JEGOROV et al., 1994) e beauvericina é 
produzida por Cordyceps, Fusarium e Isaria (LUANGSA-ARD et al., 2009).  
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Figura 10. Estruturas químicas de metabólitos sintetizados por fungos com propriedades inseticidas e fungicidas. 
Fonte: FRANCO, 2012. 

 
Quimicamente os depsipeptídeos cíclicos possuem um alfa-hidroxiácido e cinco 

resíduos de aminoácidos, designados da A á E que diferem no grupo -R dos resíduos de 
hidroxiácidos, e têm identificado 35 análogos de outras espécies de fungos entomopatogênicos 
(LIU et al., 2000). Estas toxinas têm uma ampla gama de efeitos biológicos sobre os insetos, 
entre os quais incluem induzir a despolarização da membrana, devido à abertura dos canais de 
Ca2+, causando a paralisia tetânica e a morte (SAMUELS et al., 1988), também causam 
mudanças morfológicas no citoesqueleto e nos plasmócitos dos insetos, afetando parte da 
resposta imune, como encapsulação e fagocitoses (VEY et al., 2002). Além de reduzir a 
expressão de peptídeos antimicrobianos que têm um papel importante na resposta imunitária 
humoral dos insetos (PAL et al., 2007), também induzem alterações estruturais nas células 
epiteliais que causam a ruptura da membrana, e um estresse oxidativo nas células (SOWJANYA 
& PADMAJA, 2008), inibindo a taxa de secreção de fluido nos túbulos de Malpighi (RUIZ-
SANCHEZ et al., 2010). 

Outros metabolitos secundários produzidos por Beauveria incluem três pigmentos não 
peptídicos: a oosporeina (vermelho dibenzoquinone) (VINING et al., 1962), o amarelo 2-
piridona tenellina e bassianina (WAT et al., 1977). Takahashi et al. (1998), relataram dois 
alcaloides de piridina de B. bassiana: piridovecina e piridomacrolidina, enquanto Quesada-
Moraga & Vey (2004), relataram o isolamento de bassiacridine de B. bassiana, seguido por 
testes que demostraram a sua toxicidade para gafanhotos depois da injeção no seu hemocelo.  
O efeito tóxico dos depsipéptidos em diferentes espécies de insetos abriu uma grande 
oportunidade para a produção como inseticida por fermentação líquida (LIU et al., 2000), 
achando que sua produção depende muito da disponibilidade de nitrogênio (WANG et al., 
2009).  

Os beauverolides produzidos por Beauveria tenella e Paecilomyces fumosoroseus não 
têm um efeito inseticida diretamente, no entanto, estes metabolitos têm uma atividade 
imunomoduladora e, portanto, podem ser usados no controle biológico de insetos (JEGOROV 
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et al., 1994). Outro metabolito é o ácido 2,6 piridin dicarboxílico, vulgarmente conhecido como 
ácido dipicolínico, e foi demonstrado ser tóxico para as ninfas de Bemisia argentifolii (ASAFF 
et al., 2005). As destruxinas são ciclodepsipeptídeos produzidos por vários fungos e foram 
isoladas em primeiro lugar por Metarhizium anisopliae (KODAIRA, 1961, 1962) e mais tarde 
a partir de Aschersonia sp. (KRASNOFF et al., 1996). Algumas das 38 destruxinas diferentes 
ou destruxinas análogas têm mostrado ser inseticidas (SCHRANK & VAINSTEIN, 2010), 
aparentemente por abertura dos canais de cálcio nas membranas do músculo dos insetos 
(SAMUELS et al., 1988a). Samuels et al. (1988b), testaram quatro M. anisopliae contra larvas 
de Manduca sexta; destes, três foram patogênicos, mas a detecção de destruxinas na hemolinfa 
foi positiva apenas para a cepa mais virulenta. Para este isolado, o crescimento foi escasso na 
hemolinfa, em comparação com as outras duas cepas patogénicas, que exibiram uma 
proliferação de hifas.  

Outros metabolitos produzidos por fungos entomopatógenos incluem o trichotechane 
tenuipesine A, produzido Paecilomyces tenuipes (KIKUCHI et al., 2004); o piridone 
akanthomicina, produzido por Akanthomyces gracilis (WAGENAAR et al., 2002); 
cordyanhidrides, produzido por cordyceps pseudomilitaris (ISAKA et al., 2000); cordycepina, 
produzida por várias espécies Cordyceps (Cunningham et al., 1950; Ling et al, 2002); 
ciclosporina, produzidos por Tolypocladium inflatum (AARNIO & AGATHOS,1989); e 
hopanoides, produzidos por Aschersonia aleyrodis (VAN EIJK et al., 1986). Hirsutella 
thompsonii foi relatado para produzir phomalactona (KRASNOFF & GUPTA,1994), bem 
como a proteína hirsutellina (MAZET & VEY,1995; LIU et al., 1995). O phomalactona 
mostrou-se tóxico para o tefritídeos Rhagoletis pomonella e Ceratitis capitata, e para inibir a 
germinação de conídios de B. bassiana, Tolypocladium geodes, T. cylindrosporum, e 
Metarhizium anisopliae (KRASNOFF & GUPTA, 1994). Em laboratório bioensaios, com 
hirsutellina mostraram ser tóxica para as larvas da maior traça da cera, G. mellonella, e a mosca 
comum da fruta, Drosophila melanogaster (VEY et al., 1993), e para o ácaro dos citros da falsa 
ferrugem (OMOTO & MCCOY, 1998). 

 
2.8 Fatores que afetam a diversidade e distribuição dos fungos entomopatogênicos 
 

A diversidade e abundancia dos fungos entomopatogênicos é afetada por fatores bióticos 
e abióticos, diminuindo a capacidade de sobreviver, propagar-se e infectar a seu hospedeiro; 
entre os fatores abióticos mais importantes que afetam a viabilidade e a persistência dos fungos 
entomopatogênicos no campo se mencionam: a radiação UV, a temperatura, o tipo de solo, a 
umidade e os agroquímicos. A susceptibilidade e a relação com os hospedeiros dependem dos 
nutrimentos presentes nos insetos, que são o meio de propagação, dispersão e persistência dos 
fungos (PUCHETA et al., 2006). 

Um dos principais limitantes para a sobrevivência de conídios no habitat é a exposição 
à radiação solar. Os espectros solares contem radiação eletromagnética em comprimentos de 
onda diferentes (nm). A luz ultravioleta (UV) ocorre em três espectros diferentes: UVC (100-
280 nm), UVB (280-315 nm) e UVA (315-400 nm). O visível ocorre no intervalo de 380-780 
nm (VEGA et al., 2012). Os conídios são muito susceptíveis ao UVB. O dano prejudicial 
causado pela luz UV é devido à foto reações de ácidos nucleicos, proteínas, lipídios e 
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membranas (TEVINI, 1993). A subletal exposição à radiação UV pode causar alterações 
fisiológicas ou genéticas que reduzem a virulência, por exemplo, reduz e retarda a germinação 
(BRAGA et al., 2001). A pigmentação de conídios muitas vezes influencia a susceptibilidade a 
radiação solar, sendo que os conídios mais pigmentados são geralmente mais tolerantes à 
radiação UV (BRAGA et al., 2006).  

Com respeito à temperatura, é um fator chave no crescimento e desenvolvimento de 
todos os organismos. Geralmente as cepas de fungos entomopatogênicos são mesófilas e os 
rangos de temperatura para o seu desenvolvimento variam entre 8 a 37 °C (FARGUES et al., 
1992), por exemplo, B. brongniartii cresce entre 8- 30 °C, B. Bassiana 8- 32 °C, I. fumosorosea 
11- 30 °C e 15- 32°C para N. rileyi (FARGUES et al., 1992), no entanto, as espécies de M. 
flavoviride apresentam uma variação no seu rango de crescimento com valores de 8- 32 °C e 
11- 32 °C, mas as temperaturas maiores a 25 °C estimulam seu crescimento (FARGUES et al., 
1992), M. anisopliae  tem desenvolvimento a temperaturas de 8/11- 35/37 °C (FARGUES et 
al., 1992), e temperaturas menores ou iguais a 25 °C estimulam seu crescimento 
(QUEDRAOGO et al., 1997). Temperaturas entre 15- 35 °C tem um efeito significativo na 
porcentagem de germinação e crescimento vegetativo de B. bassiana, com uma maior 
germinação a 25 e 30 °C (JAMES et al., 1998), para B. brongniartii a 8 °C se estimula o seu 
crescimento. Vidal et al. (1997), trabalhando com 37 isolados de I. fumosorosea, relataram 
temperaturas óptimas de 20-30 °C, enquanto temperaturas ótimas para 65 isolados de B. 
bassiana foram entre 25-28 °C, embora as temperaturas óptimas para alguns isolados foram de 
20-30 °C. Em contraste, os fungos Entomophthorales tem temperatura óptima para o 
crescimento abaixo de 20° C (HAJEK, 1997), embora algumas espécies, tais como Neozygites 
tanajoae e N. floridana são encontradas em regiões tropicais (FARGUES et al., 1997). Alguns 
fungos entomopatógenos demonstraram permanecer infecciosos a baixas temperaturas. Assim, 
Doberski (1981), avaliaram a infecção de besouros em casca inoculada com B. bassiana e I. 
farinosa e foram incubados a 2, 6, 10, 15, e 20 °C, e relatou infecção positiva mesmo em 2 °C. 
Estes resultados implicam que a infecção pode ocorrer a temperaturas em que os insetos 
hospedeiros são inativos. Obviamente, a temperatura ótima para uma cepa fúngica é crucial 
para ser utilizado como um agente de controle microbiano. O rápido desenvolvimento do 
micélio e, portanto, a evolução da infeção depende da temperatura (FERRON, 1978). Porém, a 
temperatura ótima para a função no solo pode ser diferente dependendo da espécie de fungo. 
As cepas de Metarhizium spp. há sido selecionadas e isoladas de insetos que se encontram nos 
solos em regiões temperadas com prolongada temperatura baixa (YIP et al., 1992) e cepas de 
Beauveria bassiana tem sido identificadas a partir de insetos coletados nos solos tropicais e os 
conídios tem maior supervivência a altas temperaturas (MCCOY et al., 1988). 

Vários gêneros de fungos entomopatógenos têm sido isolados na Antártida, por 
exemplo, B. bassiana (MAHANEY et al., 2001), Neozygites cf. acaridis (BRIDGE & 
WORLAND, 2004), Conidiobolus antarcticus (TOSI et al., 2004). Várias espécies não 
descritas de Strongwellsea foram encontradas em infecções de Spilogona spp. em Greenland 
Artic (EILENBERG, 2002), enquanto que M. anisopliae e B. bassiana foram isolados do solo 
subantártico em Macquarie Island, e M. anisopliae foi capaz de germinar a 2.5 °C (RODDAM 
& RATH, 1997). De Croos & Bidochka (1999), recuperaram 26 isolados de M. anisopliae em 
Ontário, Canadá, e pelo menos sete delas poderiam germinar e crescer a 8 °C. 



 

43 

 

A umidade é importante para a germinação dos conídios, crescimento de fungos e 
esporulação no cadáver do inseto, além da viabilidade dos conídios no solo. Os fungos requerem 
de uma umidade alta para iniciar uma epizootia natural (JARONSKI, 2010). Além disso, a água 
é um fator importante na migração ou movimento do fungo patogênico e seu hospedeiro. Para 
o crescimento vegetativo Ferron (1977), mostrou que o desenvolvimento do micélio de B. 
bassiana no cadáver de um inseto requer uma umidade superior a 92%.  

A umidade da superfície do solo em comparação à umidade a diferentes profundidades 
vária numa maior medida tanto no espaço como no tempo. Os conídios de fungos tendem a 
sobreviver bem em condições de alta temperatura e umidade ou de baixa temperatura e 
umidade, mas com temperaturas mais altas e umidades mais baixas a supervivência se reduz 
drasticamente (MCCOY, 1990). A germinação de conídios no solo ocorre praticamente em 
todos os níveis de umidade, mas cada cepa fúngica tem um nível ótimo. Duniway & McCoy 
(1990), observaram que a água satura os solos argilosos (capacidade de retenção de agua: 
>35%) e pode inibir a infecção por B. bassiana, enquanto que no solo arenoso não ocorreu 
inibição. A alta umidade relativa favorece o processo de infeção de M. anisopliae (EKESI et 
al., 1999). As lesões produzidas pelo patógeno são desenvolvidas em todas as condições 
ambientais, mas são maiores a 24 °C com 95 e 100% UR, e a 28 °C com 100% UR 
(HANNUSCH & BOLAND, 1996). O estudo de Walstad et al. (1970), indica que a maior 
germinação ocorre em 100% de umidade relativa e diminui a 0 a 85% UR. Níveis elevados de 
UR são necessários para a esporulação. A um nível de 100% de UR a esporulação ocorreu em 
quatro dias, mas em uma UR 92,5% foram necessários cinco ou mais dias, enquanto que a 
esporulação foi inibida com UR inferior a 90%.  

A primeira formulação comercial de micélio granular de Metarhizium anisopliae 
(BIO1020) foi desenvolvida por Bayer AG para o controle de insetos do solo (ANDERSCH et 
al., 1990). O grânulo requeira reidratação a fim de que esporule, pelo tanto, os fatores abióticos 
afetam a cinética de conidiação dos grânulos de micélio em diferentes solos. Sem conidiação, 
não pode haver infecção de um hospedeiro e não haverá controle de pragas. Os estúdios 
realizados por Storey et al. (1990), mostraram que a temperatura e a umidade do solo são fatores 
chave para formação de conídios no solo.  

Naturalmente, a distribuição dos conídios dos fungos dentro do solo tenderá um impacto 
na eficácia da micopatogenicidade no controle biológico. Uma investigação sugere que o 
movimento de conídios difere em função da composição do tipo de solo (KELLER & 
ZIMMERMANN, 1989). Os estúdios realizados por Storey & Gardner (1987), com uma 
formula de pó umectante de conídios de B. bassiana mostro que a porcentagem de propágulos 
de fungos recuperados nos 5 cm superiores das colunas do solo se correlaciono positivamente 
com a composição da areia e negativamente com a argila e o limo. Beauveria bassiana é 
reportada com maior abundância no solo argiloso, com um pH alto e baixo conteúdo de matéria 
orgânica, sendo as duas últimas variáveis importantes na presença dos gêneros Beauveria e 
Metarhizium (QUESADA-MORAGA et al., 2007).  

Os praguicidas aplicados sobre ou no solo para o controle de patógenos de plantas 
(fungicidas), insetos (inseticidas) ou ervas (herbicidas), assim como, os fertilizantes, podem 
afetar diretamente ou indiretamente a supervivência dos fungos entomopatogênicos no solo. 
Embora os fungicidas parecem mais prejudiciais, o grau no qual os pesticidas afetam a 
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supervivência de fungos difere em grande medida. Na gestão de pragas, o efeito secundário de 
pesticidas sempre deve ser considerado (MCCOY et al., 1988; KELLER & ZIMMERMANN, 
1989). 

A interação entre fungos entomopatogênicos e seu inseto hospedeiro pode ser 
influenciada por fatores bióticos como outros micro-organismos do solo, artrópodes do solo e 
exsudados das plantas (IGNOFFO & GARCIA, 1992). 

A microbiota exterior da cutícula dos insetos proporciona proteção contra outros fungos, 
que normalmente seriam patógenos. Em experimentos com Metarhizium anisopliae e seu 
hospedeiro curculionídeo Schabel (1976), detectou supressão completa da germinação de 
conídios na cutícula não estéril do adulto o qual sugere uma forte antibiose. Os insetos com 
uma superfície esterilizada resultaram em alta germinação de conídios. Pequenos artrópodes do 
solo, especialmente ácaros e colêmbolos, tem sido reportado como importantes na dispersão 
dos fungos entomopatogênicos no solo (KELLER & ZIMMERMANN, 1989).  

Os fatores fungistáticos associados com certos artrópodes podem também influir na 
supervivência de fungos entomopatogênicos. O alcaloide do veneno da formiga de fogo 
(Solenopsis invicta) pode retardar a germinação de conídios e induzir crescimento micelial de 
B. bassiana, in vitro. Além disso, os componentes fungistáticos, dos alcaloides do veneno, 
foram detectados em solo não estéril por Storey et al. (1991). 

A fungistasis é um fator importante na supervivência dos conídios em solo não estéril. 
Numerosas investigações hão demonstrado que a germinação de conídios e a patogenicidade 
de muitos fungos entomopatogênicos se suprimem em solo não estéril, enquanto que a 
germinação e crescimento micelial ocorreu em solo estéril (DUNIWAY & MCCOY, 1990). O 
efeito fungistático é atribuído a actinomicetes, bactérias do solo, protozoos (FARGUES et al., 
1983) e diversos fungos do solo (WALSTAD et al., 1970). Os conídios, blastosporos, tubos 
germinativos e micélio parecem ser susceptíveis a ataque microbiano enquanto que os esporos 
de resistência não germinados dos Entomophthorales parecem mais resistentes (HAJEK & 
SHIMAZU, 1996: HAJEK & ST. LEGER, 1994).  

Pouco se sabe sobre o efeito das raízes das plantas e exsudados de raiz na atividade dos 
fungos entomopatogênicos. Porém, Zimmermann (1984), trabalhando no controle dos bicudos 
negros com M. anisopliae encontrou que o patógeno foi menos eficaz nos ciclos da cultura, 
comparado com outras plantas. 

 
2.9 Caracterização molecular de fungos entomopatogênicos 
 

Diversos tipos de técnicas de biologia molecular têm sido utilizados para estudar a 
diversidade genética existente entre as espécies de fungos entomopatogênicos, por exemplo, 
sondas para a detecção de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrição (RFLP) 
(HEGEDEUS & KHACHATOURIANS, 1993; MAURER et al., 1997) e métodos com base na 
reação em cadeia da polimerase (PCR), tal como a utilização de DNA polimórfico amplificado 
ao acaso (RAPD) (FEGAN et al., 1993; BIDOCHKA et al., 1994; JENSEN et al., 2001; 
GAITAN et al., 2002), sequências simples repetidas (SSR) ou análise com microssatélites 
(KRETZNER et al., 2000; ENKERLI et al., 2001, 2005) e espaçador interno transcrito (ITS) -
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rDNA análise de sequência RFLP (RAKOTONIRAINY et al., 1994; BUSCOT et al., 1996; 
COATES et al., 2002a).  

A tecnologia da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) foi descrita por Kary Mullis 
nos anos 80, e a partir de então, devido à sua rapidez, versatilidade e facilidade de realização, a 
PCR causou uma verdadeira revolução nos conceitos da biologia, por ser uma técnica eficaz 
para estudos genéticos moleculares (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996). O seu princípio 
é simples e baseia-se na amplificação in vitro do ADN, resultando na replicação exponencial 
da sequência alvo até em um milhão de vezes, mesmo em presença de muitas moléculas de 
ADN não relacionadas, obtendo-se como produto um DNA altamente homogêneo, torna-se 
excelente fonte para várias manipulações moleculares (RIVERA et al., 1997). O ciclo da PCR 
envolve três etapas: desnaturação, pareamento e extensão. O DNA é primeiramente desnaturado 
em alta temperatura. Logo após, os oligonucleotídeos iniciadores (primers) pareiam-se ás 
sequencias homologas, em baixa temperatura, e a extensão ocorre a partir do primer, com a 
ação da polimerase termoestável, Taq polimerase, a 72o C. Ciclos repetidos de desnaturação, 
pareamento e extensão permitem uma rápida amplificação das sequencias de DNA. Os 
fragmentos amplificados podem ser separados por eletroforese em gel de agarose ou 
policrilamida. A técnica de PCR pressupõe o uso de primers específicos para a sequência de 
DNA que se quer amplificar. No caso dos fungos entomopatogênicos, a técnica de PCR foi 
utilizada para avaliar o polimorfismo nas regiões dos genes rRNA e RNA transportador (tRNA). 
Fegan et al. (1993) e Hegedus et al. (1996), exploraram a técnica de PCR, a fim de identificar 
e diferenciar os isolados de B. bassiana, e revelam o elevado grau de diversidade genética em 
M. anisopliae var. anisopliae. Maimala et al. (2002), usaram esta técnica para a amplificação 
do gene da toxina Hirsutellina A produzida por H. thompsonii a partir de ADN genômico. Neste 
estudo demostrou-se a variabilidade dos diferentes isolados desta espécie fúngica enquanto a 
presença e expressão deste gen.  

Em geral, para espécies próximas, os produtos amplificados do complexo de genes 
ribossômicos são do mesmo tamanho. Para visualizar diferenças, faz-se necessário cortar os 
fragmentos amplificados com enzimas de restrição e depois detectar em eletroforese com gel 
de agarose diferenças entre os tamanhos dos fragmentos obtidos, ou então clonar os fragmentos 
amplificados, sequenciando-os, e comparar diretamente as sequencias obtidas. Na técnica de 
sequenciamento, utiliza-se um iniciador com o objetivo de alongar uma fita do DNA e além 
dos desoxirribonucleotídeos são utilizados também análogos chamados didesoxi, que não 
possuem a hidroxila - 3’ marcados radioativamente ou por corantes fluorescentes, para que 
interrompam o alongamento da cadeia de nucleotídeos, gerando vários fragmentos de tamanhos 
diferentes. Atualmente o sequenciamento automático utiliza um sistema a laser que detecta 
fluorescência para a separação dos fragmentos (TRALAMAZZA, 2011).  

Os principais alvos para a detecção, ao nível de gênero, incluem o gene que codifica 
para RNA ribossômico 18S, DNA mitocondrial, região do espaço intergênico e regiões 
espaçadoras internas do DNA ribossômico (ITS). Duas regiões que flanqueiam os genes rDNA 
são os denominados Espaçadores Internos Transcritos ITS1 e ITS2 (Figura 11) (LARENA et 
al., 1999). A região ITS1 foi descrita por possuir uma rápida evolução e a região ITS2 uma 
evolução moderada para rápida. Estas regiões estão localizadas entre os genes 18S e 28S do 
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rDNA, são áreas de particular importância na discriminação entre espécies pois essas regiões 
possuem áreas de alta variabilidade (DE OLIVEIRA et al., 2005).  

Algumas das extensas aplicações desta tecnologia em fungos entomopatogênicos são os 
estudos de discriminação espécies (MANICOM, et al., 1987; CARDER & BARBARA, 1991), 
patotipos (CODDINGTON et al., 1987), graus de virulência (COOK et al., 1989), estudo das 
origens geográficas (HARTUNG & CIVEROLO, 1897), de populações e mecanismos de 
recombinação genética (HULBERT & MICHELMORE, 1998).   

 

 
Figura 11. Localização dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados na amplificação das diferentes regiões do 
rDNA de fungos. Fonte: DE OLIVEIRA et al. 2005. 
 

As técnicas de amplificação e posterior sequenciamento do gene 5.8S com as regiões 
Intergênicas (ITS1 e ITS2) foram aplicadas para Metarhizium. A análise filogenética dos dados 
de sequenciamento mostrou que M. anisopliae constitui um grupo monofilético, e M. 
flavoviride e M. album representam duas linhas evolucionarias separadas (SOSA-GOMEZ et 
al., 1998). Dentro da espécie M. anisopliae, reconheceram-se dois grupos que não 
correspondem as duas variedades definidas por características morfológicas. Alguns isolados 
de M. flavoviride e M. album (CURRAN et al., 1994). Na análise do sequenciamento parcial 
do gene 28S em Metarhizium, Rakotoniarainy et al. (1994), mostraram que dois isolados da 
Nova Zelândia identificados como M. anisopliae diferiam muito dos outros isolados da mesma 
espécie. Também é possível utilizar a análise do sequenciamento do gene 18S do RNA 
ribossômico para avaliar a filogenia das espécies de Entomophthorales (NAGAHAMA et al., 
1995). 

Pela análise das sequencias do rRNA 28S, confirmou-se a separação entre os gêneros 
Beauveria e Tolypocladium, que possuem características morfológicas similares 
(RAKOTONIARAINY et al., 1991). Para B. brongniartii, observaram, através do 
sequenciamento do fragmento 28S do rDNA amplificado por PCR, diferenças entre isolados 
relacionados à inserção do intron grupo-I (NEUVÉGLISE & BRYGOO, 1994). Um alto grau 
de polimorfismo entre isolados de B. brongniartii também foi observado através da digestão 
por enzimas de restrição dos produtos de amplificação dos ITS (NEUVÉGLISE et al., 1994). 

Os genes do tRNA normalmente aparecem em um número de grupos repetitivos. Assim 
como os genes ribossômicos, os genes do tRNA apresentam-se separados por regiões de 
sequência e tamanho variáveis. Primers com sequencias complementares de regiões 
conservadas dos genes de tRNA foram utilizadas para Paecilomyces spp. De geraram produtos 
de tamanhos variáveis entre isolados e espécies. Diferenças nesses produtos geralmente 
representam tamanhos diferentes entre as regiões Intergênicas. Os resultados obtidos sugerem 
que a identificação de fragmentos de tRNA polimórficos poderia significar um critério a ser 
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utilizado para melhorar a classificação de espécies no gênero Paecilomyces, quando as 
características morfológicas de estruturas assexuais utilizadas para os Hyphomycetes não 
podem claramente definir espécies (TIGANO-MILANI et al., 1995a, c, d). 

 
2.10 Diversidade de Fungos Entomopatogênicos 
 

O solo fornece um habitat para uma grande diversidade de microrganismos, que inclui 
espécies de fungos entomopatogênicos (KELLER & ZIMMERMAN, 1989). Os fungos 
entomopatogênicos estão globalmente distribuídos em quase todos os ecossistemas terrestres. 
A ocorrência e distribuição de fungos entomopatogênicos em solos são amplamente 
investigadas (MEDO & CAGÁN, 2011; MEYLING et al., 2011).  O conhecimento da 
composição de espécies indígenas e distribuição de fungos patogênicos de insetos são essenciais 
para avaliar o potencial no controle biológico em um ecossistema específico (MEYLING & 
EILENBERG, 2006). A maioria dos estudos anteriores sobre a ocorrência e diversidade de 
fungos patógenos de insetos no solo têm-se concentrado sobre as diferenças na composição de 
espécies entre as áreas definidas pelos tipos de habitat (por exemplo, solos cultivados, solos 
naturais, etc.). Quase 90% das espécies de artrópodes pragas gastam uma parte do seu ciclo de 
vida no habitat do solo (KAYA & GAUGLER, 1993), portanto, o solo é um importante 
reservatório de fungos entomopatogênicos e servem para controlar as populações de insetos 
pragas (HAJEK, 1997).  

Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin caracteriza-se como uma espécie 
"agrícola", enquanto Isaria spp. são raros no campo, mas são frequentemente encontrados em 
ecossistemas florestais. Outros como Beauveria bassiana (Balsamo) Villemin pode ocupar uma 
ampla gama de habitats (MEYLING & EILENBERG, 2007).  Keller et al. (2003), encontraram 
M. anisopliae em campos agrícolas e prados, mas esta espécie ocorreu em maiores densidades 
nos prados. No Canada, M. anisopliae foi mais frequente em campos agrícolas comparado com 
habitats florestais (BIDOCHKA et al., 1998). No entanto, na Finlândia foi isolado mais 
frequentemente em partes meridionais do país, e a ocorrência não foi afetada pelos solos 
cultivados (VAINNINEN,1996). Bidochka et al. (1998), encontraram B. bassiana associada à 
sombra e habitats não cultivados.  

A diversidade é mais elevada em florestas tropicais, mas os fungos entomopatogênicos 
são também encontrados em habitats extremos: como na alta tundra ártica (EILENBERG, 2002) 
e Antarctica (BRIDGE & WORLAND, 2004).  Em geral, a tendência mundial de padrões de 
distribuição indica que os fungos entomopatogênicos nos Entomophthorales ocorrem 
principalmente em climas temperados, diminuindo em abundancia nos trópicos e subtrópicos 
(HAJEK, 1997). Embora N. tanajoae é um importante patógeno de ácaros em climas tropicais 
(DELALIBERA et al., 2004). Os estágios sexuais dos Hypocreales são encontrados 
principalmente em climas tropicais enquanto que, os estágios assexuados são encontrados tanto 
em climas tropicais e temperados (VEGA et al., 2012).  

Os fungos entomopatogênicos muitas vezes não são facilmente visíveis, fazer a avalição 
de sua distribuição no ambiente é muito desafiador. As estruturas fúngicas emergentes de um 
cadáver hospedeiro são sinais viáveis da presença de um fungo, mas muitas vezes os 
hospedeiros são pequenos e morrem em um lugar discreto como: em baixo da terra, em habitats 
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aquáticos, ou embaixo do córtex. Algumas exceções são alguns Entomophthorales que causam 
a morte de hospedeiro em um ponto elevado sobre a vegetação para melhorar a dispersão 
conidial, segurando a fixação do cadáver ao substrato por produção de rizoides (ROY et al., 
2006). Da mesma forma, alguns táxons dos Ascomicetos, geralmente nos estágios teleomorfos 
produzem um estroma visível que emerge de seus hospedeiros (VEGA et al., 2012).  

Os estágios anamórficos de muitos fungos Ascomicetos ocorrem de forma generalizada 
na maioria dos ecossistemas terrestres. No entanto, as suas estruturas fúngicas são sutis na 
aparência e muitas vezes minutos, os hospedeiros são artrópodes infectados pelo fungo 
localizado. Além de cadáveres, os esporos de fungos microscópicos podem ser localizados fora 
de seus hospedeiros, mas podem ser encontrados nos compartimentos do ecossistema. Estes 
compartimentos incluem predominantemente o ambiente do solo, que geralmente fornece um 
habitat estável para populações fúngicas e proteção contra condições abióticas prejudiciais 
(VAN DER PUTTEN et al., 2001). 

 
2.10.1 Padrões de distribuição dos fungos entomopatogênicos  
 

Os métodos específicos são muitas vezes necessários para a detecção indireta da 
presença de fungos entomopatogênicos no ambiente do solo. O mais utilizado é o método isca 
com insetos, originalmente desenvolvido para o isolamento de nematoides entomopatogênicos, 
mas adaptado para o isolamento de fungos entomopatogênicos em amostras de solo usando 
larvas de Galleria mellonella (Lepidóptera) ou Tenebrio molitor (Coleóptera) como insetos isca 
(ZIMMERMANN, 1986; VANNINEN et al, 1989; STEENBERG, 1995; TKACZUK & 
MIETKIEWSKI, 1996). O princípio é forçar um inseto suscetível através de um substrato que 
contem micro-organismos patógenos, é intrigante e tornou-se amplo como um método padrão 
em pesquisas de comunidades de fungos entomopatogênicos em solos. A principal vantagem 
da utilização do método isca com insetos em amostra de solo é que este método isola 
seletivamente fungos entomopatogênicos que são biologicamente ativos. No entanto, diferentes 
insetos que são utilizados como isca não podem infectar-se pelos mesmos fungos 
entomopatogênicos (KLINGEN et al., 2002; GLOBE et al., 2010). Isto sugere que usando mais 
de um inseto hospedeiro como isca irá resultar em uma melhor avalição da diversidade de 
fungos entomopatogênicos em solos. O método isca com insetos foi denominado semi-
quantitativo (JARONSKI, 2007) ou meramente qualitativo (SCHEEPMAKER & BUTT, 
2010).  

O método de plaqueo com diluição em série de amostras do solo, em ágar seletivo irá 
fornecer informações quantitativas de densidades do inoculo fungico em amostras individuais. 
Além disso, o crescimento de uma colônia de fungos em meios artificiais não prova os 
postulados de Koch´s de patogenicidade, porém o teste de Koch’s deve ser realizado. As 
densidades de fungos entomopatogênicos ocorrem de forma natural nos solo com base nas 
técnicas de diluição em placa que foram revisadas por Scheepmaker & Butt (2010). As 
densidades de M. anisopliae e B. bassiana foram muito variáveis, mas os meios estavam no 
rango de 102 e 103 unidades formadoras de colônias (UFC)/g de solo (SCHEEPMAKER & 
BUTT, 2010). Keller et al. (2003), utilizaram ambos métodos para avaliar as comunidades de 
fungos entomopatogênicos no solo da Suíça e concluíram que o uso de G. mellonella como isca 
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em amostras de solo foi mais sensível para a detecção de fungos entomopatogênicos que a 
utilização de ágar seletivo. Como foi discutido anteriormente, os fungos entomopatogênicos 
são afetados por fatores abióticos e os táxons são afetados de forma diferente por esses fatores 
(ZIMMERMANN, 2007,2008; JARONSKI, 2007). Assim, as variações do tipo de solo é outra 
característica que afeta os padrões de distribuição de fungos entomopatogênicos. No entanto, 
Bidochka et al. (2001) sugeriram que os fatores abióticos prevalentes em campos agrícolas, tais 
como radiação UV elevada e temperaturas temporalmente altas, permitiram selecionar os 
genótipos de fungos capazes de ser resistentes a essas condições. Com efeito, um clado 
específico de M. anisopliae foi isolado com mais frequência a partir de solos agrícolas em 
Canada, e isolados deste clado foram mais tolerantes a temperaturas e radiação UV altas do que 
isolados de outro clado a partir de solos da floresta (BIDOCHKA et al., 2001). Isolados 
selecionados a partir de dois clados foram identificadas como M. robertsii e M. brunneum, 
respectivamente (BISCHOFF et al., 2009).  

 
2.10.2 Bioinseticidas baseados em fungos entomopatogênicos 
 

Os primeiros testes com fungos que infectam insetos foram realizados pelo russo 
Metschnikoff no final do século XIX, quando avaliou o potencial de Metarhizium anisopliae 
para o controle de uma espécie de besouro. Somente um século depois os primeiros resultados 
práticos começaram a surgir, havendo atualmente vários inseticidas biológicos à base de fungos 
(micoinseticidas) em comercialização em diferentes países. Atualmente, a maioria dos 
biopesticidas baseados em fungos entomopatogênicos no mercado incluem M. anisopliae ou B. 
bassiana. Estas duas espécies, chamadas fungos “Muscardine” têm intervalos de hospedeiros 
amplos, apesar de que as diferentes cepas podem ser restritas no número de espécies de insetos 
que podem atacar. Estas espécies são relativamente fáceis de produzir, uma vez que produzem 
grandes quantidades de conídios assexuados na cultura, bem como em insetos. Geralmente tem 
baixa toxicidade para mamíferos e não causam nenhum dano ao meio ambiente (DE FARIA & 
MAGALHÃES, 2001). 

Os fungos entomopatogênicos estavam entre os primeiros organismos que permearam 
o nosso meio ambiente a serem utilizados no controle biológico de pragas (HAJEK, 1997). Pela 
eficiência no controle de pragas e vectores, podem produzir-se bioinseticidas a partir de 
diferentes gêneros e espécies de fungos entomopatogênicos cujo ingrediente ativo é o próprio 
fungo (LOZANO et al., 2000). No total, 171 produtos foram identificados, com base em 12 
espécies, principalmente B. bassiana (34%), M. anisopliae (34%), Isaria fumorosea (6%) e B. 
brongniartii (4%). A distribuição regional desses produtos foi como se segue: América do sul 
42,7%, América do Norte 20,5%, Europa e Ásia 12,3% cada, América central 7%, África 2,9% 
e Oceania 2,3%. Apenas um dos produtos listados é baseado em um Entomophthorales 
(Conidiobolus thromboides) (DE FARIA & WRAIGHT, 2007). Exemplos desses produtos 
comprovadamente eficazes como bioinseticidas é Green Guard a base de Metarhizium 
anisopliae var, Acridium produzido para o controle de gafanhotos em culturas na Austrália, 
Ago biocontrol baseado em Paecilomyces fumoseroseus na Colômbia, Micos Plag® baseado 
em Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e Paecilomyces lilacinum, produzido na 
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Colômbia para o controle de diversas pragas como tripés, pulgões, ácaros, nematoides e broca 
do café (RAMOS et al., 2000; VALLE et al., 2003).  

No Brasil, M. anisopliae é usado em grande escala para controlar um complexo de 
cigarrinhas, incluindo Mahanarva fimbriolata (Stål) e M. posticata em cultivos de cana-de-
açúcar, e M. fimbriolata, Deoisflavopicta (Stål) e Notozulia entreriana (Berg) em pastagens 
(ALVES, 1998; DE FARIA & MAGALHÃES, 2001). Produtos à base desse fungo representam 
55% dos produtos comercialmente disponíveis ou em processo de registro, seguido por B. 
bassiana (30,0%), Lecanicillium spp. (7,5%) e “Sporothrix insectorum” (7,5%). Além das 
cigarrinhas, atualmente as principais pragas-alvo de micopesticidas são o percevejo-de-renda 
da seringueira, Leptopharsa hevea; a broca da bananeira, Cosmopolites sordidus (Germar); a 
broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari), ácaros Tetranychidae e Eriophyidae em plantas 
ornamentais e citros e a cochonilha Orthezia praelonga Douglas em citros (ALMEIDA & 
BATISTA, 2007). Cerca de 48 micopesticidas já foram disponibilizados no Brasil, sendo que 
40 produtos encontram-se atualmente disponíveis no mercado e aproximadamente 19 nas 
biofábricas (empresas com fins lucrativos) estão em funcionamento (MICHEREFF et al., 
2009). 

Outros produtos da América Latina são myControl ES®, Naturalis-L®, Mycotech®, 
Conidi® (Beauveria bassiana), Tracer® (Saccharopolyspora spinosa), (OROZCO et al., 2000; 
RAMOS et al., 2000; VALLE et al., 2003). Com fungos entomopatogênicos têm desenvolvido 
uma série de produtos que são vendidos comercialmente no mundo, enquanto no México está 
limitado a alguns produtos, como o BEA-SIN ®, SAP ®-SIN, META-SIN-SIN® e VERTA® 
de Agrobionsa (TORRES et al., 2007).  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Local de estudo 
 

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Micologia do Departamento de 
Microbiologia e Imunologia Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 
UFRRJ, na cidade de Seropédica/RJ.  

 
3.2 Localização das coletas 
 

A área de coleta das amostras de solo está localizada dentro do Parque Natural 
Municipal do Curió no município de Paracambi no estado do Rio de Janeiro, pertencente ao 
Bioma Mata Atlântica, situado aproximadamente entre as coordenadas geográficas, latitude: 
22°26’34" S e longitude: 043°27’33’’ W e altitude média de 690 m, cobrindo uma área de 
aproximadamente 900 ha. A localização geográfica dos pontos de amostragem foi realizada 
através de dados obtidos a partir de GPS. Optou-se por uma extensão de 100 m com uma faixa 
de 2,5 m de largura nas laterais devido às condições de declividade da região (Figura 12). 

 

 
Figura 12. Localização geográfica do Parque Natural Municipal do Curió (PNM Curió), Município de 
Paracambi, Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Fonte: CYSNEIROS et al., 2015. 
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3.3 Amostragem do solo  
 

As amostras foram coletadas em dois períodos diferentes, o primeiro período, seco, 
realizado no final de Agosto de 2014 (C1), e o segundo período, úmido, realizado no início de 
março de 2015 (C2).  Foram selecionados 5 pontos de coleta com uma distância de 10 m entre 
eles, e a amostragem foi realizada de acordo com a técnica proposta por Almeida et al. (1997). 
O protocolo de amostragem foi o seguinte: 1- A vegetação da superfície do solo e serapilheira 
foram removidas; 2- de cada ponto foram coletadas 10 sub-amostras simples aleatórias na 
rizosfera, a uma profundidade de 5-20 cm com distância de 1 m entre cada sub-amostra e um 
volume de aproximadamente 250 g; as sub-amostras foram misturadas para formar 2,5 kg de 
amostra composta; 3- As amostras foram colocadas em sacos plásticos estéreis e transportadas 
para o laboratório em caixas térmicas com gelo, e armazenadas em câmara fria com temperatura 
de 4 °C até o processamento e análise das amostras. 

A caracterização física e química do solo amostrado foi realizada pelo Laboratório de 
Fertilidade do Solo da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.  A fertilidade do solo foi 
avaliada através dos seguintes parâmetros: pH em água (método do potenciômetro) (PANSU & 
GAUTHEYROU, 2006), teor de Al (trocável), H + Al, P, K, Ca, C/N e Mg (trocáveis), para 
profundidades de 5-20 cm para solo. Os métodos de análise de solos foram os adotados pela 
Embrapa (Embrapa, 1997). Enquanto que para a classificação, foi usada a metodologia do 
Sistema Brasileiro de Classificação dos Solos. 

 

3.4 Isolamento de fungos entomopatogênicos  
 

Foram usados os seguintes métodos para o isolamento de fungos entomopatogênicos: 
1- “método isca” com Galleria mellonella (Lepidóptera: Pyralidae) e Tenebrio molitor 
(Coleóptera: Tenebrionidae) (MI) aplicando a metodologia descrita por Meyling & Eilenberg 
(2006) e Zimmermann (1986), 2- método de plaqueamento em meio seletivo Ágar Batata 
dextrose suplementado com Tegumento de inseto (T. Molitor) (BDA+TI) e Meio Martin (MS).  

 
3.4.1 Meios seletivos (Martin e BDA+TI) 
 

Cinco gramas de solo de cada amostra foram ressuspendidas em 45 mL de água 
peptonada 1% com 0,1 mL de Tween 80. A solubilização total foi feita por meio de um agitador 
a 150 rpm durante 30 min (FRAGA et al., 2012). Desta suspensão homogênea, foi retirada uma 
alíquota 1 mL e colocada em um tubo de 9 mL de agua peptonada, e após agitação outra alíquota 
de 1 mL deste tubo foi retirada e colocada em outro tubo contendo 9 mL de água peptonada, e 
assim sucessivamente, formando as diluições 10-2 a 10-4. Em meio Martin (Anexo A), foram 
inoculados 100 µL das diluições 10-1, 10-2 e 10-3.  Cada diluição teve três repetições e cada 
amostra teve três diluições plaqueadas, dando um total de 9 placas de petri por amostra de solo. 
Após os plaqueamentos, os fungos foram acondicionados em câmara de crescimento a uma 
temperatura de 25 °C durante 7 dias na ausência de luz. O mesmo procedimento foi repetido 
usando o meio seletivo modificado de acordo com Gonzalez et al. (2001). O meio seletivo foi 
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BDA suplementado com tegumento de inseto (T. molitor) (Anexo A). Para a preparação foram 
recolhidos insetos adultos da criação, desinfetados com hipoclorito de sódio a 1% e macerados 
em solução de tampão fosfato pH 7,0 e esterilizado em autoclave durante 20 min. Cinco gramas 
do macerado de insetos foram usados, o qual foi adicionado a 1L de meio de BDA, em seguida, 
a mistura foi esterilizada. Depois de esfriado até 60 °C, foram adicionados, 500 mg de 
Cloranfenicol.  

Todas as placas foram observadas diariamente, as unidades formadoras de colónias 
(UFCs) por grama de solo seco foram contadas desde o dia 5 a 7 após da inoculação (FRAGA 
et al., 2012). Os fungos entomopatogênicos foram isolados em tubos contendo 5 mL do meio 
de cultura BDA (Anexo B). Feito o isolamento, os tubos foram acondicionados em câmara de 
crescimento a temperatura de 25 °C durante 7 dias. Uma vez constatado tal crescimento, os 
tubos contendo as colônias isoladas foram acondicionados em geladeira a uma temperatura de 
4 °C, até a identificação das mesmas (MURO & LUCHI, 1989). 

 
3.4.2 Iscas (Galleria mellonella e Tenebrio molitor) 
 

Foram usadas larvas de G. mellonella e T. molitor do quarto estágio, provenientes do 
Instituto Biológico em Campinas - SP. Antes da iscagem, as larvas de G. mellonella foram 
imersas em água destilada a 56 °C durante 15 s para minimizar a sua capacidade de produzir 
seda no solo (WOODRING & KAYA, 1998, Citado por: MEYLING & EILENBERG, 2006). 
Cinco larvas de cada espécie de inseto foram colocadas por separado num recipiente de plástico 
(2L) que continha 250 g de amostra de solo, umedecido e mantidas a 25 ± 1 °C, cada amostra 
teve três repetições (Figura 13). Cada recipiente foi invertido durante os primeiros 3 dias e 
posteriormente a cada 2 dias. Após 5 dias os recipientes foram avaliados diariamente para larvas 
mortas (MEDO & CAGÁN, 2011).  

As larvas mortas foram removidas e esterilizadas com hipoclorito de sódio a 0,5% 
durante 1 min, e colocados em uma câmara úmida com temperatura de 25 ± 1 °C durante 7 dias 
para favorecer o desenvolvimento dos fungos entomopatogênicos. Após da esporulação do 
fungo, as larvas foram colocadas em meio BDA + Cloranfenicol (Anexo B) e incubou-se a 25 
± 1 °C durante 7 dias (MEDO & CAGÁN, 2011). 

 

 
Figura 13. Método de isolamento de fungos entomopatogênicos com larvas isca: A) larvas de Galleria 
mellonella, B) Tenebrio molitor. 



 

54 

 

 

3.5 Identificação das espécies e preservação de fungos 
 

As espécies de fungos obtidas por ambos métodos foram identificadas baseadas nas 
características macroscópicas e microscópicas usando chaves de identificação (SAMSON, 
1988; SAMSON et al., 1988; HUMBER, 1998, 2012).  

Os isolados de fungos entomopatogênicos mais virulentos foram caracterizados através 
da técnica molecular de sequenciamento de DNA, utilizando as regiões ITS1 e ITS4. 

 
3.5.1 Analise morfológica 
 

Os esporos dos isolados de fungos entomopatogênicos foram inoculados em 2,0 mL de 
ágar semi solido. Com um alça de platino foi retirada uma pequena porção a qual, foi utilizada 
para inoculação no centro da placa de Petri contendo 20 mL dos meios de cultura: Agar Extrato 
de Malta (MEA) e ágar Batata Dextrose (BDA), em triplicata para cada meio de cultura (Anexo 
B). A inoculação ocorreu a 25 °C durante 7 dias.  

Foram analisadas características macroscópicas, como: cor da superfície e reverso da 
colônia nos meios, diâmetro da colônia, presença ou ausência de pigmentos em MEA e BDA a 
25 °C. Após o preparo de lâminas foram observadas as características microscópicas, como: 
diâmetro e forma das fiálides, comprimento e largura do conidióforo, tamanho, forma e textura 
dos conídios e cor das hifas. Todas as espécies foram observadas com um microscópio óptico 
modelo OLYMPUS (CX31-P). 

 
3.5.2 Analise molecular 
 

A caracterização molecular dos isolados mais virulentos de fungos entomopatogênicos 
foi realizada pelo laboratório de Fitopatologia e Biologia Molecular no Instituto Biológico, São 
Paulo. 

 

3.5.2.1 Extração de DNA 
 

Após o cultivo dos isolados em meio de Batata Dextrose Ágar (BDA), por 7 dias, a 25 
ºC, extraiu-se o DNA, segundo o método CTAB (DOYLE & DOYLE, 1987).  

O micélio foi macerado sob nitrogênio líquido (100-200 mg), foram adicionados 600 
µL do tampão de extração CTAB (Anexo D) e incubados sob agitação a 65 ºC durante 20 min. 
Foi adicionada a solução aquosa 600 µL de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1) e agitado em 
vortex por alguns segundos. Centrifugou-se a 4 ºC por 10 min a 12000 rpm, 500 µL da fase 
aquosa foram transferidos para um microtubo novo tipo eppendorf de 1,5 mL e foram 
adicionados 0,6 volumes de isopropanol (300 µL) e misturou-se por inversão. Centrifugou-se a 
4 ºC por 10 min a 12000 rpm. Em seguida o sobrenadante foi descartado cuidadosamente. Os 
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ácidos nucleicos foram lavados com 500 µL de etanol 70%, centrifugou-se a 4 ºC por 5 min a 
12000 rpm. Descartou-se o sobrenadante cuidadosamente para não perder o pellet. O pellet foi 
secado a temperatura ambiente e depois em centrifuga ao vácuo. Posteriormente foi 
ressuspendido em 50 µL de água MilliQ autoclavada. A presença do DNA foi verificada por 
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etídio sob luz ultravioleta. 

 
3.5.2.2 Reação em cadeia de polimerase (PCR)  
 

A caracterização molecular dos isolados entomopatogênicos foi feita utilizando-se 
oligonucleotídeos iniciadores da região Internal Transcribed Spacers (ITS), ITS1 (5’-
TCGGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (WHITE 
et al., 1990), gerando produtos de tamanho aproximado de 500 pb.  

Para a reação de amplificação (PCR) foram utilizados 2 μL de DNA (entre 100 e 200 
ng); 10 μL tampão Taq para PCR (5X); 6 μl de MgCl2(25mM); 1 μL de dNTP (10mM); 5 μ/μL 
GoTaq DNA Polimerase; 1,2 μL de DMSO; 1,5 μL de cada iniciador: ITS1 f(direto) e ITS4 
(reverso) (100 pmol/μL) para um volume final de 50 μL. As reações de amplificação foram 
realizadas em termociclador PTC100 (MJ Research). As condições de amplificação foram: uma 
etapa de pré-desnaturação a 94 °C por 2 min, 40 ciclos de desnaturação a 94 °C por 15 seg, 
anelamento 56 °C por 30 seg e extensão a 72 ºC por 4 min. Um controle negativo sem DNA foi 
incluído nas amplificações da PCR, ao final das reações, o produto foi mantido a -20 °C. A 
eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1% submetidos a uma voltagem de 80 volts por 
30 min. Em seguida, o gel foi visualizado em transiluminador (Alpha Innotech Corporation) e 
as bandas foram comparadas com um padrão de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder 
(Invitrogen). 

 
3.5.2.3 Sequenciamento dos fragmentos amplificados  

 
Para o processo de sequenciamento foi feito primeiramente uma nova amplificação em 

placas de PCR, utilizando 6,68 µL do produto de PCR purificado, 0,32 µL do iniciador ITS1, 
2 μL do reagente BigDye 3.1 (AppliedBiosystems) e 1 µL de tampão 5X para um volume final 
de 10 μL. As condições de amplificação foram: uma etapa de pré-desnaturação a 94 °C por 2 
min, 25 ciclos de desnaturação a 94 °C por 15 seg, anelamento 56 °C por 30 seg e extensão a 
72 ºC por 4 min. 

Após a reação as placas de PCR foram retiradas do termociclador e as amostras foram 
precipitadas adicionando 40 μL de isopropanol 75%. O DNA foi precipitado por centrifugação 
a 4.000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi então descartado e o precipitado foi lavado com 
100 μL de isopropanol 75% e depois descartado o sobrenadante. O precipitado foi secado 
através de incubação em estufa a 37°C por 30min. Após foi ressuspendido em 2μL de 
formamida, desnaturado a 95 °C e submetido a sequenciamento.  

As reações de sequenciamento foram realizadas em sequenciador automático ABI3500 
(Applied Biosystems) utilizando os mesmos iniciadores (ITS1 e ITS4). 
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3.5.2.4 Analise Filogenético (Arvore) 
 

Construiu-se a árvore filogenética com sequências similares das regiões ITS1 e ITS4 
dos isolados e sequências de diferentes espécies de fungos obtidas no GENBANK/NCBI, 
através do método de Maximum Likelihood (ML), para avaliar a robustez da topologia, a árvore 
foi avaliada pelo método de Jukes-Cantor com 1000 repetições de bootstrap, e a análise 
filogenética foi conduzida no programa Molecular Análise Genética Evolutiva-MEGA 6.0. 

 
3.5.3 Preservação  
 

Para preservar as espécies de interesse, foram utilizados dois métodos: conservação por 
suspensão em água destilada em tubos Eppendorfs. Descrito por Castellani em 1939 (JONG & 
ATKINS, 1986), sendo um método muito usado e com porcentagens maiores de viabilidade 
para fungos ascomicetos e fungos mitosporicos (SMITH & ONIONS, 1994). Consistiu em 
suspender em 1 mL de água destilada estéril células da cultura como conídios, esporos, 
picnídios, esclerócios, etc. Paralelamente, foram inoculados esporos em tubos contendo 5 g de 
solo estéril, autoclavados três vezes em intervalos de 24h (MURO & LUCHI, 1989). Após a 
inoculação do fungo foi armazenado em refrigeração a 4 ºC. 

 
3.6 Avaliação patogenicidade de fungos isolados em meio seletivo (Postulados de 

Koch’s) 
 

3.6.1 Preparação do inoculo fúngico  
 

Para preparar o inoculo, os isolados foram cultivados em Ágar Arroz (Anexo B) e 
incubados a 25 °C até esporulação.  Os conídios foram removidos com alça de platino estéril 
(0,1 a 1 g), e adicionados em 30 mL de água destilada estéril e Tween 80 a 0,1%. A concentração 
de conídios foi determinada utilizando uma câmara de contagem de Neubauer, e foi ajustada 
por diluição a 1x107 conídios.mL-1 para provocar mortalidade em G. mellonella e T. molitor, 
foram feitas três repetições de 10 larvas para cada espécie de inseto (FAJARDO & CANAL, 
2011). 

 
3.6.2 Métodos para avaliar a patogenicidade  
 

O método para avaliar a patogenicidade consistiu na imersão das larvas por um minuto 
(1') na suspensão; posteriormente as larvas tratadas foram transferidas para câmara úmida com 
alimento e incubadas durante 10 dias a 25 °C. Utilizou-se o controle de larvas tratadas com 
água destilada e 0,1% de Tween 80. As avaliações foram realizadas por meio da observação 
diária da mortalidade de larvas e através da observação dos sintomas e sinais da doença. Uma 
vez no tegumento do inseto foi observada a mumificação foram transferidos para meio BDA + 
Cloranfenicol e as características macroscópicas e microscópicas dos fungos 
entomopatogênicos foram descritas (RODRIGUEZ et al., 2006; DIAZ et al., 2010). 
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3.7 Caracterização fisiológica 
 

Esta caracterização é baseada na avaliação do desempenho e do número de conídios, 
viabilidade deles (percentagem de germinação) (CANEDO et al., 2004). Os isolados foram 
reativados em meio BDA+TI. 

A concentração de esporos foi determinada tomando uma amostra aleatória de cada 
isolado por remoção dos conídios com alça de platino estéril (0,1 a 1 g), os conídios foram 
adicionados em um tubo de ensaio contendo 10 mL de água destilada estéril e 0,5 mL de Tween 
80 ao 0,1%, a concentração de conídios foi ajustada em câmara de contagem de Neubauer até 
obter uma concentração de 107 conidios.mL-1 (Figura 14), a qual foi utilizada para o teste de 
viabilidade (GONZÁLEZ et al., 1993).  

A seguinte fórmula foi utilizada calcular a concentração de esporos: Esporos/mL = 
número de esporos contados × 50.000. A contagem foi repetida cinco vezes para cada cepa de 
fungo entomopatogênico. 

 

 
Figura 14. Câmara de Neubauer com os respectivos campos de contagem para conídios dos fungos 
entomopatogênicos. Fonte: ALVES & MORAES, 1998. 
 

3.7.1 Avaliação da viabilidade  
 

A avaliação da viabilidade foi realizada para cada isolado utilizando dois meios de 
cultura: 1- A germinação foi determinada no meio de cultura Agar-Agua 2% Segundo a 
metodologia de Gonzalez et al. (2001), (Anexo B) e 2- A germinação foi determinada no meio 
BDA+TI de T. molitor. Cinco alíquotas da suspensão fúngica (107 conidios.mL-1) foi distribuída 
sobre o meio de cultura. Em seguida, as alíquotas foram espalhadas com uma alça de Drigalsky 
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previamente flambada e resfriada, após a inoculação o fungo foi incubado a 25 °C. Finalmente 
a contagem conídios foi efetuada num microscópio ótico a 40 X, após 24 h.  

Os esporos foram considerados viáveis, se o tubo de germinativo era duas vezes o 
diâmetro do esporo, a contagem foi de 400 esporos por repetição, a viabilidade devia estar 
acima de 90% para que os isolados foram considerados eficazes (MILNER et al., 1991). As 
variáveis avaliadas foram: número de conídios germinados, número de conídios não 
germinados e conídios totais. Três repetições de cada um dos isolados por método e por 
concentração foram realizadas. 

 
3.8 Avaliação patogenicidade dos fungos entomopatogênicos isolados usando o método 

(MI) e (MS) (Postulados de Koch’s) 
 

3.8.1 Preparação de Inoculo fúngico  
 

Para preparar o inoculo, os isolados foram cultivados em Ágar Arroz (Anexo B) e 
incubados a 25 °C até esporulação.  Os conídios foram removidos com alça de platino estéril 
(0,1 a 1 g), e adicionados em 30 mL de água destilada estéril e Tween 80 a 0,1%. A concentração 
de conídios foi determinada utilizando uma câmara de contagem de Neubauer, e foi ajustada 
por diluição a 1x107 conídios.mL-1 para provocar mortalidade em G. mellonella e T. molitor, 
foram feitas três repetições de 10 larvas para cada espécie de inseto (FAJARDO & CANAL, 
2011); a fim de determinar a variabilidade na patogenicidade dos isolados de B. bassiana e M. 
anisopliae. 

 
3.8.2 Métodos para avaliar a patogenicidade 
 

 O método para avaliar a patogenicidade consistiu na imersão das larvas por um minuto 
(1') na suspensão; posteriormente as larvas tratadas foram transferidas para câmara úmida com 
alimento e incubadas durante 10 dias a 25 °C. Utilizou-se o controle de larvas tratadas com 
água destilada e 0,1% de Tween 80. As avaliações foram realizadas por meio da observação 
diária da mortalidade de larvas e através da observação dos sintomas e sinais da doença. Nesse 
período, foi calculada, para cada isolado, a mortalidade acumulada [= (número de indivíduos 
mortos/número total de indivíduos) *100] (RODRIGUEZ et al., 2006; DIAZ et al., 2010; 
FAJARDO & CANAL, 2010). 

 
3.8.3 Avaliação da infecção das larvas de G. mellonella e T. molitor  
 

O processo de germinação e colonização de B. bassiana e M. anisopliae em larvas de G. 
mellonella e T. molitor foi observado em um microscópio e estereoscópio. As larvas infectadas 
foram imersas em hipoclorito de sódio 0,5% por um minuto (1') e lavadas com agua destilada 
estéril. Após a secagem das larvas infectadas foram abertas longitudinalmente usando uma 
lâmina de bisturi estéril, para visualização interna do micélio do fungo. A germinação do fungo 
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foi ressaltada pelo aparecimento de manchas pretas na superfície do inseto e produção de 
antibióticos foi observada pela mudança de cor das larvas (EYAL et al., 1994). 

 
3.9 Teste de virulência 
 

Neste trabalho foram testados os fungos M. anisopliae (Ma58MI, Ma10MI, Ma11MI e 
Ma12MI) e B. bassiana (Bb27MI, Bb11MI, Bb79MI e Bb53MI) que foram caracterizados no 
teste de patogenicidade.  

Os fungos selecionados que estavam armazenados foram cultivados em meio arroz 
parboilizado até esporulação, e foram preparadas suspensões de conídios em agua destilada 
estéril e Tween 80 a 0,1 % na concentração de 1x106, 1x107, 1x108 e 1x109 conídos.mL-1, foram 
feitas três repetições por tratamento, a unidade experimental foi de 10 larvas do quarto estádio 
de G. mellonella e T. molitor. 
 As larvas foram imersas por um minuto (1') em cada suspensão; posteriormente as larvas 
tratadas foram transferidas para uma câmara úmida com alimento. Utilizou-se o controle de 
larvas tratadas com água destilada e 0,1% de Tween 80. Foram efetuadas observações diárias 
por um período de 10 dias. Foi determinada a concentração letal (CL) de 50 (CL50) e 90% 
(CL90), e o tempo letal (TL) de 50 (TL50) e de 90% (TL90), para cada isolado.  

 

3.10  Analise Estatística 
 

3.10.1 Isolamento de fungos entomopatogênicos com meios seletivos 
 

O delineamento para o experimento em Meio seletivo foi inteiramente casualizado com 
15 repetições e os tratamentos consistindo do fatorial 2 x 2, sendo dois meios de cultura (Martin 
e BDA+TI) e as duas épocas de avaliação (seca e chuvosa). As medias dos dados de UFC foram 
avaliadas pelo teste F da análise de variância e a frequência de ocorrência dos fungos (B. 
bassiana, M. anisopliae e P. lilacinus) e das combinações entre eles (Bb+Ma) foram 
comparadas pelo teste não paramétrico de Wilcoxon, a 5% de probabilidade.  

 
3.10.2 Isolamento de fungos entomopatogênicos pelo método isca 
 

Os dados de: porcentagem de larvas mortas por fungos, porcentagem de larvas vivas, 
porcentagem de larvas mortas por outros organismos, e frequência da ocorrência dos fungos (B. 
bassiana, M. anisopliae e combinações) foram avaliados conforme o delineamento 
inteiramente casualizado, com 15 repetições (larvas), em esquema fatorial 2 x 2, totalizando 4 
tratamentos. Os tratamentos consistiram das combinações entre os níveis dos fatores tipos de 
isca (G. mellonella e T. molitor) e épocas de avaliação (seca e chuvosa). A comparação das 
medias entre os níveis fatores foi realizada por meio do teste não paramétrico de Wilcoxon, a 
5% de probabilidade, por não atender as pressuposições de uma análise paramétrica (analise de 
variância).  
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3.10.3 Avaliação da Virulência 

 
Os resultados da mortalidade dos insetos G. mellonella e T. molitor foram analisados 

conforme o delineamento inteiramente casualizado, com 3 repetições, em esquema fatorial 5 x 
8, correspondendo à 5 concentrações (1x106, 1x107, 1x108 e 1x109) e 8 espécies de fungos 
(Bb11MI, Bb27MI, Bb53MI, Bb79MI, Ma10MI, Ma11MI, Ma12MI e Ma58MI). Após a 
realização da análise de variância, as médias entre os níveis dos fatores, às 192 horas de 
avaliação, foram comparadas pelo teste de Scott Kant, a 5% de probabilidade. As análises 
estatísticas foram realizadas com o programa SISVAR (Ferreira, 2011).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 Isolamento de fungos entomopatogênicos 

 
Foram isolados 216 fungos entomopatogênicos do Bioma Mata Atlântica. Foi 

observado deste total de isolados, 88,0% provenientes do método de isca com larvas e 12,0% 
provenientes do método com meios seletivos. 

Considerando o método de isolamento usando meios seletivos (Martin e BDA+TI), 
obtiveram-se diferenças significativas ao nível de 5% entre as épocas e entre os meios de cultura 
usados (Figura 15). No meio seletivo Martin observou-se maior UFCs na época chuvosa 
(65x102 UFC/g solo) em relação à época seca, em que as UFCs foram menores (60x102 UFC/g 
solo). Também houve diferença estatística entre as épocas para o meio BDA suplementado com 
tegumento de T. molitor, com os períodos chuvoso e seco apresentando 4,7x103 e 4x103 UFC/g 
solo, respectivamente.  Entre os meios, o Martin apresentou médias de UFC (g/solo) 
significativamente superior ao BDA suplementado com tegumento de T. molitor tanto no 
período chuvoso (6,5x103 e 4,7x103 UFC/g solo, respectivamente) quanto no seco (5,9x103 e 
4x103 UFC/g solo, respectivamente). Na primeira coleta (Agosto/2014), a média das 
temperaturas foi 16,7 °C e da umidade relativa foi de 66,6%. Já para a segunda coleta 
(Março/2015) a temperatura média foi 23,8 °C e a umidade relativa foi de 73,5%.  O clima 
predominante da região (PNM do curió) é caracterizado como Aw, de acordo com a 
classificação climática de Köppen-Geiger (PEEL et al., 2007). 

  

 
Figura 15. Unidades formadoras de colônias (UFC) de fungos no meio seletivo Martin e BDA+TI nas épocas seca 
e chuvosa. Barras seguidas de letras iguais, minúsculas entre épocas e maiúsculas entre meios de cultura, não 
diferem entre si pelo teste F, a 5% de probabilidade.  

 
O isolamento usando meios seletivos proporcionou uma menor taxa de detecção geral 

(12,03%). Dessa forma os isolados foram normalmente encontrados em maior quantidade no 
período chuvoso (Tabela 1). Beauveria bassiana foi menos prevalente no meio Martin, 
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observou-se uma frequência de ocorrência de 13,3% no período seco e de 33,3% no período 
chuvoso. Paecilomyces lilacinus foi observado nas placas ocorrendo em 6,7% no período 
chuvoso quando usado o meio Martin, com relação ao meio BDA+TI ocorreu no período 
chuvoso em 33,3% e no seco em 13,3%. No entanto, esta espécie não foi incluída em outras 
analises porque não é considerada patógena de insetos. A frequência de ocorrência de B. 
bassiana no período seco (33,3%) foi maior que no período chuvoso (20,0%) usando o meio 
BDA+TI. A maior ocorrência de M. anisopliae (26,7%) foi obtida no período chuvoso quando 
usado o meio BDA+TI.  Não foi observado crescimento de Metarhizium anisopliae no meio 
Martin. As combinações entre B. bassiana e M. anisopliae tiveram maior ocorrência também 
no período chuvoso (26,7%), provenientes do meio BDA+TI. 

 
Tabela 1. Frequência de ocorrência de fungos entomopatogênicos em 15 amostras de solo coletadas no Parque 
Natural Municipal do Curió e reveladas usando o método de isolamento com meio de cultura Martin e BDA+ TI, 
nas épocas seca e chuvosa. 

Espécie 
de 

Fungo  

Seca   Chuvosa 
Martin  BDA+ TI   Martin   BDA+ TI 

n %   n %   n %  n % 

Bb 2,0 13,3  5,0 33,3  5,0 33,3  3,0 20,0 

Ma 0,0 0,0  2,0 13,3  0,0 0,0  4,0 26,7 

Pl 0,0 0,0  2,0 13,3  1,0 6,7  5,0 33,3 

Combinações 
Bb+Ma 0,0 0,0   1,0 6,7   0,0 0,0   4,0 26,7 

                       Beauveria bassiana (Bb), Metarhizium anisopliae (Ma) e Paecilomyces lilacinum (Pl). 

 

As densidades de fungos entomopatogênicos ocorrem de forma natural no solo com base 
nas técnicas de diluição em placa que foram revisadas por Scheepmaker & Butt (2010). As 
densidades de M. anisopliae e B. bassiana foram muito variáveis, mas os meios estavam no 
rango de 102 e 103 unidades formadoras de colônias (UFC)/g de solo (SCHEEPMAKER & 
BUTT, 2010). Medo & Cagan (2011), obtiveram uma taxa de detecção de fungos 
entomopatogênicos de 70% usando meio seletivo com Dodine e a espécie mais prevalente foi 
M. anisopliae (37%). As densidades máximas de esporos foram de 5,4 x 103 UFC.g-1 para B. 
bassiana, 8,13 x 102 UFC.g-1 para M. anisopliae e 7,89 x 102 UFC.g-1 para I. fumosorosea. 
Rocha et al. (2013), determinaram a ocorrência natural de Metarhizium spp. em solos do 
Cerrado Brasileiro usando meio seletivo com Dodine, onde foram obtidos 12 isolados.   

Há uma escassez de informações relacionadas com o uso de BDA suplementado com 
tegumento de inseto (T. molitor) para o isolamento de fungos entomopatogênicos. O isolamento 
de espécies de fungos entomopatogênicos foi provavelmente devido à presença de nutrientes 
proporcionados pela cutícula do inseto tais como quitina, proteínas e alguns lipídeos no meio 
de cultura, tornando-se um meio seletivo para espécies de fungos com atividade enzimática 
(quitinases, lipases, proteases).  

Uma ampla gama de fungos que habitam no solo pode crescer em meios artificiais, por 
tanto os meios de cultura específicos foram desenvolvidos para o isolamento de fungos 
entomopatogênicos (GOETTEL & INGLIS, 1997). Os fungos entomopatogênicos pertencentes 
aos Hypocreales crescem relativamente lento nos meios de isolamento em comparação com os 
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fungos saprófitos do solo. Assim, o conteúdo dos meios para o isolamento de fungos 
entomopatógenos específicos do solo deve ter uma fonte de nutrientes para seu crescimento e 
um agente antimicrobiano em concentrações apropriadas para inibir o crescimento dos fungos 
saprófitos e permitir o crescimento de fungos entomopatogênicos (LUZ et al., 2007). Um meio 
seletivo usado para o isolamento de fungos entomopatógenos foi baseado em um meio utilizado 
para o isolamento geral de fungos do solo que continha glucose, oxgall e peptona com rosa de 
bengala, cloranfenicol e cicloheximida como antibióticos (VENN & FERRON, 1996). 
Doberski & Tribe (1980), desenvolveram um meio baseado em ingredientes similares 
substituindo o rosa de bengala por cristal violeta. Este meio foi usado para isolar B. bassiana e 
M. anisopliae do córtex do olmo e solo. Um meio com suco V-8, glucose, extrato de levedura, 
e oxgall como nutriente base, modificado com cicloheximida, sulfato de estreptomicina e 
tetraciclina, foi desenvolvido para o isolamento de B. tenella em solo (JOUSSIER & 
CATROUX, 1976). O meio Sabouraud-dextrose e oxgall foi usado como outro meio base 
modificado com penicillina G, sulfato de estreptomicina, oxitetracilina, cicloheximida e 
binapracril (Morocide, um fungicida) desenvolvido para o isolamento em solo (LINGG & 
DONALDSON, 1981).  

Beilharz et al. (1982), descobriu que a dodine (n-dodecylguanidine acetate) inibe 
seletivamente alguns fungos de solo, mas quando adicionado a taxa formulada 1 g/L (Cypex 65 
WP, American Cyanamid) permitiu o isolamento de B. bassiana e M. anisopliae. O meio ágar 
farinha de aveia (OTA) com 0,46 g/L dodine e 0,38 g/L benomilo permitiu a recuperação de B. 
bassiana e M.anisopliae em altas frequências na ausência de outros fungos do solo (CHASE et 
al., 1986). Vários fungicidas (tais como Oxgall, sulfato cúprico, cobre (II), cloreto de cobre 
(CuCl2), benomil e dodine) e antibióticos (tais como cloranfenicol, tetraciclina e 
estreptomicina) foram utilizados separadamente ou em combinação para detectar vários fungos 
entomopatogênicos em meios seletivos (KELLER et al., 2003; MEYLING & EILENBERG, 
2006; FERNANDES et al., 2010). Entre eles, dodine e CuCl2 foram avaliados como os mais 
eficazes para o isolamento de fungos entomopatogênicos do solo (SHIMAZU & SATO, 1996). 
Cada meio foi desenvolvido em resposta a necessidade de buscas para avaliar vários efeitos dos 
tratamentos na sobrevivência destes entomopatógenos. 

Segundo o método de isolamento usando larvas como isca a ocorrência dos fungos 
entomopatogênicos em T. molitor foi de 61,3% no período seco e 64,0% no período chuvoso. 
Em G. mellonella a ocorrência de fungos entomopatogênicos foi de 60,0% e 68,0% no período 
seco e chuvoso respetivamente. Porém não foram observadas diferenças estatísticas da 
ocorrência dos fungos entomopatogênicos entre os períodos seco e chuvoso (Figura 16). A pesar 
deste trabalho não ter sido encontradas diferenças estatísticas entre os períodos a umidade tem 
sido apontada por vários autores como um dos principais fatores que afetam o crescimento e a 
sobrevivência de fungos entomopatogênicos no solo (STUDDERT et al., 1990; EKESI et al., 
2003). Ignoffo & Garcia (1992), destacaram que a umidade é um requisito fundamental para a 
germinação de conídios e sobrevivência de fungos entomopatogênicos. De acordo com Keller 
& Bidochka (1998), solo com umidade reduzida pode contribuir para o decréscimo na 
abundância de fungos. Krueger & Roberts (1997), reportaram ao solo como um ambiente 
favorável ao uso de fungos entomopatogênicos devido à umidade alta e estável. Segundo Keller 
& Zimmerman, 1989, a temperatura também é um dos fatores ambientais mais importantes que 
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afetam a densidade dos fungos patógenos de insetos como, B. bassiana no solo. A temperatura 
ótima para o desenvolvimento e atividade dos fungos é aproximadamente 24 °C (STUDDERT 
& KAYA, 1990); temperaturas altas por cima de 27 °C inibe o desenvolvimento do micélio e 
esporos (AREGGER-ZAVADIL, 1992; KESSLER et al, 2003). A quantidade de esporos do 
fungo de interesse presente no solo é variável e depende de condições especificas de cada 
ecossistema. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 16. Porcentagem de mortalidade das larvas (G. mellonella e T. molitor) por fungos entomopatogênicos no 
período seco e chuvoso. Barras seguidas de letras iguais, minúsculas entre épocas e maiúsculas entre meios de 
cultura, não diferem entre si pelo teste não paramétrico de Wilcoxon, a 5% de probabilidade.  

 

A maior ocorrência de fungos entomopatogênicos foi observada usando larvas de G. 
mellonella. Verificou-se que o método de isca com G. mellonella (ZIMMERMANN, 1986), 
tem sido um método muito sensível para a detecção de fungos entomopatogênicos em amostras 
de solo (KELLER et al., 2003). Levantamentos detalhados da diversidade de fungos 
entomopatogênicos usando insetos isca em amostras de solo foi investigada por Chandler et al. 
(1997), Steenberg (1995), Hughes et al. (2004) e Meyling & Eilenberg (2006).  

A porcentagem de larvas vivas foi calculada para cada espécie de inseto em cada 
período. No período seco a porcentagem de larvas vivas de T. molitor foi de 14,7% e de 12,0% 
para G. mellonella. No período chuvoso a porcentagem de larvas vivas para T. molitor foi de 
14,7% e 9,3% para larvas de G. mellonella. Não havendo diferenças estatísticas entre os 
períodos (Figura 17). 

Observou-se um aumento na mortalidade de larvas de G. mellonella e T. molitor por 
outros microrganismos no periodo seco sendo de 28,0% e 24,0% respetivamente (Figura 18). 
Provavelmente as condições do ecossistema no periodo seco favoreceu o desenvolvimento de 
outros organismos entomopatogênicos. A mortalidade no periodo chuvoso foi de 21,3% para 
larvas de T. molitor e 22,7% para larvas de G. mellonella. Não foram obtidas diferencias 
estatisticas significativas. 
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Figura 17. Porcentagem larvas vivas (G. mellonella e T. molitor) no período seco e chuvoso. Barras seguidas de 
letras iguais, minúsculas entre épocas e maiúsculas entre meios de cultura, não diferem entre si pelo teste não 
paramétrico de Wilcoxon, a 5% de probabilidade. 

 
Estes resultados corroboram com os de Medo & Cagan (2011), onde observaram que, 

quatro espécies de fungos entomopatogênicos foram detectadas em amostras de solo na 
Eslováquia pelo método isca (MI) com G. mellonella: Beauveria bassiana (31% de amostras), 
Metarhizium anisopliae (8%), Isaria farinosa (6%) e Isaria fumosorosea (6%). Apenas três 
espécies foram detectadas com meio seletivo (cicloheximida e dodine): B. bassiana (36% de 
amostras), M. anisopliae (37%), e I. fumosorosea (9%).  

Vanninen (1996), detectou fungos em 38,6% nas amostras de solo da Finlândia, 
enquanto Quesada-Moraga et al. (2007), encontraram os fungos em 71,7% das amostras de solo 
em Espanha e Chandler et al. (1997), em 15,8% das amostras de solo no Reino Unido, todos 
usando o MI com G. mellonella. Keller et al. (2003), utilizaram meio seletivo juntamente com 
o MI usando G. mellonella e encontraram fungos entomopatogênicos em 96% das amostras de 
solo da Suíça, concluíram também que a iscagem com G. mellonella em amostras de solo tende 
a ser mais sensível para a detecção de fungos entomopatogênicos que a utilização de ágar 
seletivo. Hughes et al. (2004), determinaram a diversidade de fungos entomopatogênicos em 
solos de floresta tropical em Panamá usando larvas de G. mellonella e T. molitor e meio seletivo 
com dodine, onde obteve 58 isolados de Metarhizium anisopliae usando o método isca, e uma 
cepa de B. bassiana isolada com meio seletivo presente só em uma amostra de solo.  

No Brasil foi determinada a ocorrência de Metarhizium spp. usando ninfas de Triatoma 
infestans (Hemíptera: Reduviidae) e meio seletivo modificado com dodine: um total de 107 
(22%) isolados de Metarhizium foram obtidos em solos do cerrado brasileiro, no estado de 
Goiás. A maioria dos isolados (95) foram obtidos usando as ninfas de T. infestans e 12 isolados 
foram obtidos em meio seletivo (ROCHA et al., 2013). Gonzalez et al. (2014), determinou a 
abundância e diversidade de fungos entomopatogênicos em solo agrícolas na região do México, 
usando larvas de G. mellonella como isca. Apenas fungos entomopatogênicos do gênero 
Beauveria sp. e Metarhizium sp. foram recuperados. Em geral, um total de 121 isolados foram 
registados, sendo 112 do género Beauveria e 9 do gênero Metarhizium. 
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Figura 18. Porcentagem de mortalidade das larvas (G. mellonella e T. molitor) por outros microrganismos no 
período seco e chuvoso. Barras seguidas de letras iguais, minúsculas entre épocas e maiúsculas entre meios de 
cultura, não diferem entre si pelo teste não paramétrico de Wilcoxon, a 5% de probabilidade. 
 

Os fungos entomopatogênicos foram encontrados em todas as amostras, a ocorrência 
das espécies isoladas diferiu consideravelmente segundo as espécies de insetos usadas como 
isca (Tabela 2). A espécie mais predominante foi Beauveria bassiana isolada com G. mellonella 
no período seco e chuvoso (36,0% e 36,0% respectivamente). Beauveria bassiana em larvas de 
T. molitor ocorreu no período seco 25,33% e chuvoso 24,0%. Metarhizium anisopliae foi mais 
isolado em larvas de T. molitor no período seco 33,3% e chuvoso 32,0%. Em larvas de G. 
mellonella o M. anisopliae ocorreu em 18,7% e 18,7% nos dois períodos avaliados. Foi 
apresentada co-infecção de uma larva por dois ou mais entomopatógenos. Foi obtido, um total 
de 168 isolados, dos quais 91 pertencem a espécie B. bassiana e 77 a espécie M. anisopliae. 
Outros isolados do gênero Fusarium e Trichoderma foram obtidos, mas estes são considerados 
como patógenos oportunistas (SUN & LIU, 2008). Conforme Sun et al. (2008) estudaram a 
ocorrência e diversidade de espécies de fungos associadas a insetos no solo usando G. 
mellonella. Os fungos associados a artrópodes foram classificados em: (1) patógenos de insetos 
que inclui os fungos: B. bassiana, Lecanicillium lecanii, M. anisopliae, P. farinosus e P. 
fumosoroseus, (2) patógenos oportunistas como: Absidia sp., Cladosporium cladosporioides, 
Fusarium avenaceum, F. oxysporum, F. solani, Mortiella sp., Mucor spp., Penicillium 
chysogenum, P. thomii e Penicillium spp., e (3) os colonizadores secundários que são: F. 
aqueductum, F. proliferatum, Rhizopus oryzae, Phialophora phaeophora, Trichoderma álbum, 
T. harzianum e Williopsis satumus. As espécies de Fusarium spp. e Trichoderma spp. foram 
descartados neste trabalho mas serão usados para futuros análises. Espécies de fungos 
entomopatogênicos do gênero Nomurea e Verticillium foram isolados em combinação com 
outros fungos em larvas de G. mellonella. Geralmente, de um total de 168 isolados obtidos, 91 
isolados pertencem a espécie B. bassiana e 77 a espécie M. anisopliae. 
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Tabela 2. Frequência de ocorrência de fungos entomopatogênicos em 15 amostras de solo coletadas no Parque 
Natural Municipal do Curió e usando o método de isolamento com larvas (T. molitor e G. mellonella), nas épocas 
seca e chuvosa. 

Espécie 
de 

Fungo 

Seca  Chuvosa 
T. molitor  G. mellonella  T. molitor  G. mellonella 
 n %   n %   n %     n     % 

Bb 19,0 25,3  27,0 36,0  18,0 24,0  27,0 36,0 

Ma 25,0 33,3  14,0 18,7  24,0 32,0  14,0 18,7 

Combinações 
Ma+F 1,0 1,3  0,0 0,0  2,0 2,6  1,0 1,3 

Bb+F 0,0 0,0  1,0 1,3  0,0 0,0  4,0 26,7 

V+F 0,0 0,0  2,0 2,6  0,0 0,0  0,0 0,0 

Bb+Ma 1,0 1,3  4,0 5,3  1,0 1,3  6,0 8,0 

N+F+T 0,0 0,0  0,0 0,0  0,0 0,0  3,0 4,0 
Beauveria bassiana (Bb), Metarhizium anisopliae (Ma), Paecilomyces lilacinum (Pl), Fusarium sp. (F), Verticillium sp., (V), Nomurea sp. 
(N) e Trichoderma sp. (T). 

 
Segundo Zimmermann (2008), o hospedeiro mais susceptível para I. farinosa e I. 

fumosorosea corresponde a espécies de Lepidóptera. Conforme Zimmermann (2007), para M. 
anisopliae são espécies de Coleópteros. Para B. bassiana mais de 700 espécies de hospedeiros 
de artrópodes foram reportadas. A maior abundancia de espécies de Metarhizium foi 
apresentada em larvas de Coleóptera, e a maior ocorrência de Beauveria foi apresentada em 
larvas de Lepidóptera. Isto se pode atribuir à efetividade do método isca com insetos 
susceptíveis, onde se requer de uma quantidade de propágulos viáveis para garantir a infeção e 
devem estar na ordem de 104 unidades por inseto como mínimo (BATEMAN et al. 1996; 
MOORE & CAUDWELL, 1997). Sabe-se que o estabelecimento de populações de fungos 
entomopatogênicos no solo está determinado tanto pelas propriedades físicas e químicas do 
solo como pelas da cepa fúngica (RHODES & SMITH, 1992). Também existe a possibilidade 
de que os micro-organismos competidores com sua produção de metabolitos ativos afetem a 
viabilidade dos conídios fúngicos desejados (JENKINS & GRZYWACZ, 2000). Por isso, o 
método isca precisa de uma concentração alta de esporos viáveis do microrganismo de interesse 
no solo. 

Beauveria bassiana (Bals) Vuill. assim como Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. 
e Metarhizium flavoviride Gams e Rozsypal estão entre os fungos entomopatogênicos mais 
usualmente encontrados na natureza (ELOSEGUI, 2006). Sun et al. (2008), afirma que B. 
bassiana e I. fumosorosea foram isolados mais frequentemente a partir de um ecossistema 
"natural" que em solos cultivados. Embora não consistentemente assim, M. anisopliae parece 
ser mais frequente em solos de habitats cultivados. Esta observação tem sido interpretada como 
que as populações de M. anisopliae mostram mais resistência a perturbação, que é uma 
característica dos habitats cultivados (BIDOCHKA et al, 1998; MEYLING & ELLENBERG, 
2007). Em florestas tropicais, M. anisopliae pode ser facilmente isolado a partir de amostras de 
solo usando larvas de G. mellonella e larvas de T. molitor (HUGHES et al., 2004). Todos os 
fungos encontrados neste estudo também foram registrados em outras partes do mundo 
(VANNINEN et al., 1989; VANNINEN et al, 1995; BIDOCHKA et al., 1998; KUBATOVA 
& DVORAK, 2005; MEYLING & EILENBERG, 2006; AUNG et al., 2008; SUN et al., 2008; 
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MEYLING et al., 2011; SANCHEZ et al., 2011). A prevalência de espécies de Beauveria em 
habitats naturais tem sido estudada em Europa (MIETKIEWSKI et al., 1991; STENZEL, 1992; 
VANNINEN, 1995; KLINGEN et al., 2002), em América (BIDOCHKA et al., 1998) e 
Austrália (RATH et al, 1992). Assim, o conhecimento da composição local de espécies de 
fungos entomopatogênicos no solo é necessário para avaliar o potencial deste grupo de inimigos 
naturais como um reservatório para o controle de insetos praga em um ecossistema especifica.  

A ocorrência de B. bassiana foi dinâmica e persistente. Isto sugere que altas densidades 
de B. bassiana persistiram após o estabelecimento dentro de uma área. A persistência 
permanente de B. bassiana em altas densidades no solo depende de interações com o ambiente 
circundante. Alguns fatores abióticos foram demostrados para a influência da persistência de 
B. bassiana no solo. Por exemplo, umidade alta e temperaturas baixas reduzem a sobrevivência 
de conídios e a infecção em provas de laboratório (LINGG & DONALDSON, 1981). O 
conteúdo de matéria orgânica e atividade biológica adversa do solo afeta a persistência de B. 
bassiana devido a efeitos antagônicos de outros microrganismos do solo (LINGG & 
DONALDSON, 1981; KELLER & ZIMMERMAN, 1989). Vanninen et al. (2000), mostraram 
que o aumentou de conídios de B. bassiana persistiu mal no solo finlandês em comparação com 
M. anisopliae. Além disso, Gottwald & Tedders (1984), encontraram que B. bassiana cresceu 
e proliferou bem a partir de insetos hospedeiros infectados no solo. Isso sugere que B. bassiana 
se baseia em infecções repetidas de hospedeiros suscetíveis para manter níveis de alta densidade 
em solos (FARGUES & ROBERT, 1985), como demostrado para B. brongniartii (Saccardo) 
Petch (KESSLER et al., 2004). 

A maior ocorrência de B. bassiana no solo pode ser devida a sua preferência neste 
ambiente natural. Esta preferência também foi descrita por vários autores incluindo Vanninen 
(1996), Chandler et al. (1997) e Quesada-Moraga et al. (2007). Metarhizium anisoplie é 
geralmente mais resistente a distúrbios agrícolas e vários estudos reportaram que é significante 
maior a prevalência em áreas cultivadas que em habitats naturais (BIDOCHKA et al., 1998; 
HUMMEL et al., 2002; QUESADA-MORAGA et al., 2007; SUN et al., 2008). Meyling & 
Eilenberg (2006b), reportaram uma baixa frequência destas espécies em solos cultivados em 
Denmark, mas encontraram que M. flavoviridae foi significantemente mais comum que o 
usualmente reportado. No nosso estudo se encontraram várias espécies de M. anisopliae com 
uma ocorrência de 45,83% e espécies de B. bassiana ocorrendo em um 54,16% usando o 
método isca.  

Encontramos diferenças significativas entre os resultados obtidos pelos métodos usados. 
O método com meio seletivo não foi capaz de detectar altas frequências de B. bassiana e M. 
anisopliae, embora o método com larvas isca resultou em maiores taxas de detecção de espécies 
de B. bassiana e M. anisopliae. Keller et al. (2003), reportou a habilidade para detectar M. 
anisopliae e Landa et al. (2002), detectou três espécies pertencente ao gênero 
Isaria/Paecilomyces em meio seletivo que continha dodine (50-100 mg l-1). Em outros estudos 
M. anisopliae foi isolado aproximadamente quatro vezes mais frequentemente pelo meio 
seletivo que pelo método isca com G. mellonella, embora maior sensibilidade do método isca 
com G. mellonella foi reportada por vários autores e as diferenças foram relatadas também para 
B. bassiana (BRUCK, 2004; IMOULAN et al., 2009; KELLER et al., 2003; LANDA et al., 
2002).   
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Porque diferentes resultados foram obtidos por diferentes métodos, a seguinte questão 
é levantada: é um método simples e suficiente para avaliar a presença de fungos 
entomopatogênicos no solo? Se sim, qual método deve ser preferido? Principalmente, a escolha 
do método deve refletir efeitos de investigação especial. Quase todos os métodos atualmente 
utilizados mostram alguma seletividade a espécies. Os métodos de iscagem usadas com mais 
frequência podem detectar relativamente um amplo espectro de espécies, mas detectam apenas 
os isolados patogênicos para insetos isca. Variações foram detectadas quando se usaram 
diferentes espécies de insetos isca (ENKERLI et al., 2005; KLINGEN et al., 2002; 
VANNINEN, 1996). Galleria mellonella foi usualmente usada como inseto isca e, assim, os 
resultados devem ser comparáveis. No entanto, diferentes condições de iscagem foram 
utilizadas em quase todos os estudos, e variações em temperatura, o número de larvas e a 
quantidade do solo usado pode influenciar os resultados (VANNINEN, 1996; CHANDLER et 
al., 1997; BIDOCHKA et al., 1998; TKACZUK et al., 2000). Além, diferentes respostas imunes 
dos indivíduos ou populações podem causar algumas variações nos resultados (TINSLEY et 
al., 2006).  

Em contraste com o método isca, os meios seletivos podem ser preparados de forma 
semelhante em diferentes laboratórios e isso iria facilitar comparações entre resultados de 
diferentes grupos. Atualmente, os meios seletivos descritos, são usualmente capazes de detectar 
confiantemente um estreito espectro de entomopatógenos, tipicamente, apenas uma espécie 
pertencente a um género. Muitos fungos entomopatógenos ou contaminantes tinham padrões 
claros de suscetibilidade ou resistência a diferentes concentrações de fungicidas, que são os 
principais fatores dos meios seletivos (LUZ et al., 2007).  A Dodine é usualmente adicionado 
ao meio seletivo e foi recentemente mostrado ser um fator limitante no crescimento de algumas 
espécies de Metarhizium (RANGEL et al., 2010). Assim, mais de um meio é necessário para 
obter uma visão realista sobre a composição de espécies de fungos entomopatogênicos no solo. 
Apesar de métodos melhorados recentemente descritos para o isolamento de fungos por 
Ghanbary et al. (2009), grande atenção tem sido focada na detecção de microrganismos no solo 
por análise de DNA (Métodos baseados em PCR). Pode-se detectar o DNA de fungos 
entomopatogênicos isolados do solo ou plantas com relativamente boas taxas de detecção. Além 
disso, a quantificação e análise de genótipos fúngicos são possíveis se são selecionados os 
marcadores apropriados (ENKERLI & WIDMER, 2010). 

 
4.2 Analise Físico Químico 
 

Na Tabela 3 são apresentados os valores dos nutrientes, Na, Al, H + Al, S, Corg, P, K e 
os valores pH, para o solo na primeira e segunda coleta, respectivamente. De maneira geral, 
observou-se que na segunda coleta ocorreram os maiores valores de pH, K, Na, Ca, S, Mg e H 
+Al. 

A ocorrência de M. anisopliae e B. bassiana não foi afetada pelas propriedades do solo. 
O solo analisado apresentou uma textura franco-arenosa e um teor de C orgânico de 2,012% na 
primeira coleta e 2,118% para a segunda coleta (Tabela 3). Vários autores (LINGG & 
DONALDSON, 1981; FARGUES & ROBERT, 1985; KELLER & ZIMMERMAN, 1989), 
relataram que o teor de matéria orgânica e a atividade biológica do solo afeta adversamente a 
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persistência de Beauveria spp. devido aos efeitos antagônicos de outros micro-organismos do 
solo. 

 
Tabela 3. Analise físico químico do solo realizada em cada período de coleta (seca e chuvosa). 

 
Segundo Medo & Cagan (2011), foi encontrada maior ocorrência de B. bassiana e I. 

farinosa em solos com alto teor de matéria orgânica e solos minerais de textura fina. Por outro 
lado, M. anisopliae e I. fumosorosea foram menos comuns em tais condições. Quesada-Moraga 
et al. (2007), encontraram M. anisopliae em solos de textura grossa com alto conteúdo de 
matéria orgânica e B. bassiana foi encontrada em solos com alto teor de argila, pH maior e teor 
de matéria orgânica inferior 1-3% (41,3% ocorrência) ou 2-3% (25% de ocorrência), sendo as 
duas últimas variáveis importantes na presença dos gêneros Beauveria e Metarhizium. Lanza et 
al. (2004) investigaram a influência do tipo e compactação do solo na sobrevivência do fungo 
M. anisopliae, e observaram maior crescimento no solo de textura areno-argilosa com maior 
teor de matéria orgânica (4,9%) e no solo de textura arenosa média, mas com conteúdo de 
matéria orgânica relativamente baixo (2,6%). Devido ao fato dos solos arenosos conterem 
proporcionalmente grande quantidade de poros médios e grandes (OLIVEIRA, 2001), 
possivelmente isso facilita o crescimento hifas, permitindo exploração mais efetiva dos recursos 
nutricionais e melhor troca gasosa, o que contribuiu para o crescimento do fungo. A umidade é 
um fator que está relacionado com a textura do solo, porém Studdert et al. (1990), encontraram 
que nos solos argilosos saturados com água (capacidade de retenção de água > 35%) parecem 
inibir a infecção de B. bassiana, enquanto que em solos arenosos não ocorreu inibição.  

De acordo com estudos de Storey et al. (1990), mostraram que a temperatura e a 
umidade do solo são fatores fundamentais para a formação de conídios no solo. A alta umidade 
e temperatura do solo reduzem a sobrevivência de conídios e infecciosidade de Beauveria spp. 
(LINGG & DONALDSON, 1981). Além disso, a água em forma de chuva tem uma influência 
sobre o movimento vertical dos fungos entomopatogênicos em solos. Naturalmente, a 
distribuição de conídios de fungos no solo irá impactar a eficácia do micopatógeno como 
biocontrolador. Alguns estudos têm sugerido que o movimento de conídios difere de acordo 
com a composição do tipo de solo (KELLER & ZIMMERMANN, 1989). Storey (1987), usando 
conídios de B. bassiana em uma formulação como um pó molhável mostrou que a percentagem 
de propágulos do fungo recuperados a partir da primeira camada do solo (5 cm de 
profundidade), foi positivamente correlacionada com a composição da areia e negativamente 
com argila ou limo.  

Os fungos, em geral, são mais tolerantes à acidez do que a alcalinidade (Foth, 1984). 
Neste estudo o pH obtido na primeira e segunda coleta foi de 5,3 e 5,5 respetivamente (Tabela 
3). Segundo Medo & Cagan (2011) encontraram uma correlação significativa entre o pH do 
solo e a presença de fungos. M. anisopliae ocorreu mais frequentemente em solos com pH 

Elementos 
Químicos 

Textura Na Ca Mg K H+Al Al S pH Corg P 
   Cmolc/

dm3 
   % mg/L 

Primeira 
Coleta 

Franco- 
arenosa 

0,04 3,46 1,54 0,13 2,22 0,55 5,16 5,3 2,016 17,4 

Segunda 
Coleta 

Franco- 
arenosa 

0,06 3,86 2,56 0,71 6,14 0,20 7,19 5,5 2,128 16,6 
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alcalino enquanto B. bassiana e I. farinosa preferiram um ambiente ácido. Na Espanha, 
Quesada-Moraga et al. (2007), encontraram que B. bassiana teve a maior ocorrência (52,9%) 
com pH ≥ 8-8,5 e M. anisopliae apresentou alta ocorrência com pH <7 (27,8%) e ≥ 8-8,5 
(38,9%). Estudos in vitro sobre a gama de pH óptimo para o crescimento de ambas as espécies 
indicam que, apesar da variabilidade intraespecífica, M. anisopliae se adapta melhor que B. 
bassiana em solos levemente ácidos (PADMAVATHI et al., 2003; ISSALY et al., 2005), o que 
poderia explicar porque em nosso estudo B. bassiana e M. anisopliae predominaram neste solo. 
Além disso, embora Rath et al. (1992), descobriram que um isolado específico de M. anisopliae 
foi capaz de crescer através de uma ampla faixa de pH (4 a 7,8). Karthikeyan et al. (2008) 
acharam que, o pH óptimo para o cultivo de B. bassiana variou de 6 a 8. Dillon & Charnley 
(1985), estudaram o efeito do pH sobre a germinação e crescimento de Metarhizium sp. em que 
constatou-se que a germinação e crescimento foi possível entre pH 3 a 10 mas, o pH óptimo 
para o crescimento foi próximo de 6, enquanto que a germinação mostrou um pico amplo de 
pH 5 a 7. 

 
4.3 Caracterização fisiológica (Porcentagem de germinação) 
 

A taxa de germinação de esporos foi utilizada como uma medida da viabilidade 
(SOETOPO 2004). Os esporos foram considerados viáveis se o comprimento do tubo 
germinativo foi duas vezes o diâmetro do esporo. Foi avaliada a viabilidade dos 216 isolados 
de fungos entomopatogênicos, e foram selecionados os que apresentaram uma viabilidade 
superior a 90% como os mais eficazes. Diferenças significativas foram constatadas na 
viabilidade de conídios, no qual foram observados dois grupos. No primeiro, apresentam-se os 
fungos inoculados em meio Ágar Água, com baixa viabilidade e, no segundo grupo, encontram-
se os inoculados em BDA+TI de (T. molitor) com alta viabilidade (Tabela 4). 

Observaram-se hifas mais grossas, longas e escuras e uma maior germinação para os 
isolados de B. bassiana e M. anisopliae quando foi usado o meio BDA+TI. Estes resultados 
mostraram que a germinação é mais rápida quando se utilizam substratos enriquecidos, o que 
traduz em uma maior virulência do patógeno. Isto foi comprovado por outros pesquisadores 
que há encontrado estimulo ao processo germinativo em outros fungos, ao adicionar ao médio 
de cultura tegumento de insetos (AL-AIDROOS & ROBERTS, 1978; DILLON & 
CHARNLEY, 1990; EL SAYED et al., 1991; EL SAYED et al., 1993a,1993b).  

A germinação foi menor quando usado o meio de cultura Ágar-Água (AA), um meio 
ausente de nutrientes. Alves (1998), ressalta que a germinação de conídios de fungos 
entomopatogênicos pode ser influenciada pela presença de nutrientes no meio de cultura, tais 
como aminoácidos, esterol, hexoses, entre outros. Tendo em vista que o fungo B. bassiana é 
mais exigente que o fungo M. anisopliae, essa pode ser a provável explicação de uma maior 
germinação do primeiro fungo. Francisco et al. (2006), comprovaram que meios ricos em 
nutrientes como BDA, BDA + 1% de extrato de levedura e meio completo (AZEVEDO & 
COSTA, 1973) favorecem a germinação e meios pobres como ágar-água e meio mínimo 
(PONTECORVO et al., 1953) promovem baixa germinação de isolados entomopatógenos. 
Nesse sentido, Boucias et al. (1988), estudando processos iniciais sobre a infecção de fungos 
entomopatogênicos, reportaram que conídios podem ter atividades enzimáticas diversas, 
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especialmente sobre carboidratos e proteínas. A síntese e a secreção de tais enzimas dependem 
dos mecanismos de indução/repressão gênicos, altamente influenciados pelo meio de cultura 
em que os mesmos se encontram.  
 
Tabela 4. Germinação de conídios de B. bassiana e M. anisopliae em meio de cultura BDA+TI e Agar Agua após 
de 24h de crescimento. 

Isolado Germinação (%) 
B. bassiana  Agar Agua 2% BDA+TI 

Bb11MI 94,5 100 
Bb27MI 95 100 
Bb41MI 93,75 99,5 
Bb72MI 92,75 99,5 
Bb79MI 95 99,75 
Bb90MS 95,75 100 
Bb51MI 93,25 99 
Bb53MI 96,25 100 

Bb101MS 97,5 100 
Bb32MI 98 100 

M. anisopliae Germinação (%) 
Ma10MI 94,5 100 
Ma11MI 93 99,75 
Ma12MI 91,5 98 
Ma13MI 95,75 100 
Ma71MS 92,75 98 
Ma26MI 93,75 99,25 
Ma58MI 94,25 99 
Ma37MI 91 97,75 

  
Hallsworth & Magan (1995), testando isolados de Metarhizium anisopliae (Metsch) 

Sorok), B. bassiana e Paecilomyces farinosus (Holmsk.) Brown & Smith, constataram o 
crescimento do tubo germinativo mais rapidamente nos conídios que possuíam altas 
concentrações intracelulares de glicerol e eritritol; visto que as concentrações intracelulares 
desses componentes são determinadas pelo meio de cultura do fungo, foi possível a correlação 
do meio de cultura utilizado com a viabilidade dos conídios pelos autores. 

Para um controle efetivo, os conídios, que são as unidades infectantes, devem possuir 
alta viabilidade (isto é, alta habilidade para germinar) e virulência contra o inseto praga a ser 
controlado (DAOUST & ROBERTS, 1982). A germinação do conídio é um fator de grande 
importância na determinação da virulência de um fungo entomopatogênico. Drummond et al. 
(1987), demonstraram que isolados de L. lecanii mais virulentos germinaram mais rápido na 
superfície do inseto que isolados pouco virulentos. 

  
4.4 Avaliação patogenicidade dos fungos entomopatogênicos isolados usando o método 

(MI) e (MS) (Postulados de Koch’s) 
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Nos experimentos realizados in vitro, por meio da imersão de larvas de G. mellonella e 
T. molitor foi possível estimar a porcentagem da mortalidade causada por todas as cepas; com 
base na atividade inseticida observada foram selecionadas as cepas Bb79MI, Bb27MI, Bb11MI 
e Bb53MI de B. bassiana e Ma11MI, Ma10MI, Ma12MI e Ma58MI de M. anisopliae que 
apresentaram uma alta mortalidade de larvas de G. mellonella e T. molitor de 80 a 96,66% após 
10 dias. 

O Gráfico 5 mostra a análise de mortalidade diária acumulada de G. mellonella após 10 
dias da inoculação com as cepas de B. bassiana a uma concentração de 1x107 conidios.mL-1. 
Todas as cepas causaram doença e morte dos insetos. A maior mortalidade para as larvas de G. 
mellonella e T. molitor foi apesentada com as cepas Bb79MI (93,33% e 86,66% 
respectivamente) e Bb53MI (96,66% e 90% respectivamente). Os primeiros sintomas da doença 
sobre a população de G. mellonella foi iniciada 24h após a inoculação, observando-se uma 
perceptível diminuição da atividade do inseto. As cepas Bb101MS e Bb90MS foram as menos 
patogênicas para tanto para as larvas de G. mellonella como para T. molitor (Figura 19 A-B).  
 
 

 

 

 

Figura 19. Porcentagem de mortalidade de larvas G. mellonella e T. molitor após 10 dias de inoculação com 
cepas de B. bassiana (± erro padrão da média). 
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Khalid et al. (2012), pesquisaram 90 isolados de B. bassiana quanto à produção de 
proteases e lipases, mostrando variações significativas na atividade enzimática entre os 
isolados. Os isolados selecionados evidenciaram alta virulência contra larvas de G. mellonella 
do quarto estágio. Os isolados BbaAUMC3076 e BbaAUMC3263 tiveram mortalidade de 
100% em concentrações de 5,5x106 conídios/mL-1, 5,86x105 conídios/mL-1, respectivamente. 
Safavi (2010), determinou a patogenicidade de B. bassiana sobre larvas de T. molitor usando 
uma concentração de esporos de 1x107 conidia/mL-1. O cálculo do valor de TL50 para DEBI008 
e BEH (novo isolado) foi de 2,72 e 4,38 ± 0,3 ± 0,6 dias, respectivamente. Estes dados 
mostraram que o novo isolado era menos virulento do que DEBI008 contra T. molitor.  

Com base nos resultados, as cepas de M. anisopliae mais virulentas contra G. mellonella 
foram Ma10MI, Ma13MI e Ma58MI (Figura 20 A), a mortalidade foi de 90%, 83,33% e 80% 
respectivamente após 10 dias da inoculação nos insetos. A cepa menos virulenta foi Ma71MS 
(50%). Resultados semelhantes foram obtidos por Neupane (2005), o qual obteve estirpes de 
M. anisopliae com mortalidade de 96,6% sobre G. mellonella, depois de 10 dias após ter sido 
aplicada a uma concentração de 1x107 conídios.mL-1. Além disso, Khalid et al. (2012) e Klingen 
et al. (2002), obtiveram estirpes com mortalidade de 100% sobre G. mellonella a uma 
concentração de 5,5x106 e 3,6x106 conídios/mL-1, respectivamente. Torres da Cruz et al. (2014), 
avaliaram a patogenicidade de 40 isolados monospóricos nativos de M. anisopliae sobre larvas 
de G. mellonella usando uma concentração de 2x107 conídios/mL-1. Os isolados de M. 
anisopliae mais patogénicos, e que superaram o 80% de mortalidade foram: MaA4(5), MaA1(4) 
e MaA3(7), com 100, 88,9 e 83,3%, respectivamente.  

Tenebrio molitor foi usado como hospedeiro do fungo entomopatogênico M. anisopliae 
em diversos estudos de virulência (SOSA GÓMEZ, 1983; VANNINEN et al., 1989) e é 
considerada uma espécie modelo para este tipo de estudos devido a sua facilidade de 
manipulação, a condições e requisitos simples, e ciclo de vida simples (SEVALA et al., 1994). 
De acordo com os resultados de mortalidade acumulada, as cepas com maior virulência sobre 
larvas de T. molitor foram Ma58MI, Ma10MI, Ma11MI e Ma12MI; a cepa menos virulenta foi 
o Ma71MS que apresento uma mortalidade de 53,33% (Figura 20 B). Estes resultados 
concordam com os de Ann et al. (2013), que avaliaram a virulência de isolados de Metarhizium 
spp. sobre larvas de T. molitor com uma concentração de 1x107 conidios.mL-1; os isolados 
UP001 e AB001, causaram 100% ± 0% de mortalidade após 7 dias de inoculação, seguido pelo 
isolado JK001 com 87.5% ± 14.43% de mortalidade de larvas. O isolado F52 (Met52 ®) causou 
a menor virulência, apresentando uma mortalidade para as larvas de 81.25% ± 37.5%.  No 
estudo feito por Safavi et al. (2007), com o objetivo de comparar a virulência de uma cepa de 
M. anisopliae sobre larvas de T. molitor, os autores reportaram que ao variar a relação C/N do 
meio de cultura se obtêm TL50 que vão de 2.68 a 4.14 dias, também é possível encontrar TL50 
que vão desde 3.7 a 5.57 dias segundo a cepa de M. anisopliae e ao número de subculturas em 
meios artificiais. Outros autores compararam a patogenicidade dos fungos entomopatogênicos 
usando larvas de G. mellonella e T. molitor, Oreste et al. (2012), avaliaram a patogenicidade de 
23 isolados de B. bassiana e 4 de M. anisopliae sobre usando uma suspensão fúngica de 2x106 
conidios.mL-1. Bidochka et al. (2002), determinaram a patogenicidade de 61 isolados de B. 
bassiana usando uma concentração de 1x107 conídios.mL-1. 
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Figura 20. Porcentagem de mortalidade de larvas G. mellonella e T. molitor após 10 dias de inoculação com cepas 
de M. anisopliae (± erro padrão da média). 
 

Foi observada uma mortalidade mínima no controle (larvas inoculadas com agua + 
Tween 80%), além disso, foi encontrada uma importante diferença com relação aos 
hospedeiros, as larvas de T. molitor inoculadas com as cepas de M. anisopliae tiveram um 
tempo de sobrevivência menor que para larvas de G. mellonella. Estas diferenças podem ser 
devidas a que M. anisopliae apresenta maior especificidade para coleópteros (T. molitor) que 
para lepidópteros (G. mellonella) (Zimmermann, 1993). De igual forma se observaram 
diferenças significativas para as cepas de B. bassiana com relação aos hospedeiros, onde foi 
apresentada maior patogenicidade para larvas de G. mellonella. As cepas Ma71MS, Bb90MS e 
Bb101MS apresentaram uma mortalidade inferior quando comparadas com as outras cepas, 
indicando uma diminuição na atividade biocontroladora provavelmente relacionada com seu 
método de isolamento (meio seletivo BDA+TI). Segundo Wraight et al. (2001), a história da 
cultura também pode influenciar na virulência.  
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4.4.1 Infecção de larvas por fungos entomopatogênicos 
 

Os sintomas da infecção de B. bassiana sobre as larvas de G. mellonella e T. molitor, 
inicialmente observados foram a supressão da alimentação e, posteriormente o retardamento 
dos seus movimentos. Inicialmente observou-se uma coloração rosácea (Figura 15 C) e 
consistência endurecida. Após a colonização do corpo dos insetos pela massa micelial, ocorreu 
a produção de conídios, de coloração branca (Figura 21). Estes sintomas também foram 
similares aos observados por outros autores em diferentes hospedeiros (ALVES, 1998; 
FRANCE et al., 2002). As larvas infectadas por M. anisopliae também apresentaram 
consistência endurecida, foram observados conídios de coloração verde na superfície do 
hospedeiro (Figura 22). 

Segundo Almeida e Batista Filho (2006), os sintomas de insetos doentes por fungos são: 
manchas escuras pelo corpo, paralisação da alimentação, paralisia geral, perda de coordenação 
de movimentos. Posteriormente o tegumento torna-se róseo, para depois assumir coloração 
esbranquiçada, devido ao crescimento do micélio e a partir da esporulação o inseto assume a 
coloração da espécie do fungo. Exemplo: branco para Beauveria bassiana e verde para 
Metarhizium anisopliae.  

 

 

Figura 21. Infecção de B. bassiana sobre larvas de G. mellonella e T. molitor. A. Pontos pretos como a resposta 
imune indicando penetração direta do fungo, B. Hifas e esporos de B. bassiana no interior do hospedeiro, C. 
Pigmento vermelho causado pela oosporeina produzida pelo fungo, D. Colonização de G. mellonella, E. 
Colonização de T. molitor, F. Conidióforos de B. bassiana sobre as regiões intersegmentais. Foto: Esparza, 2015. 
 

Observou-se que o crescimento do fungo começou nas áreas mais fracas (região 
intersegmentar) e depois na cutícula mais grossa, tanto em T. molitor como em G. mellonella, 
sugerindo que essa região seria o local de predileção para a penetração do fungo, como ilustrada 
na (Figura 21 E-F e Figura 22 E). Alguns autores citam que as membranas intersegmentais do 
abdome são mais comumente acometidas pelos fungos, porém espiráculos respiratórios, 
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aparelho bucal, ânus e tarsos, também são locais de penetração fúngica (STEINHAUS, 1968; 
WRAIGHT et al.,1990; ST. LEGER, 1991; ALVES, 1998).  

Os nossos resultados mostraram que a cutícula de algumas larvas tratadas tornou-se 
escura e com manchas pretas devido a melanização excessiva, indicando ataque direto do fungo 
no sistema de defesa dos insetos (Figura 21A e Figura 22 F). Bitondi et al. (1998), afirmaram 
que tratamento hormonal induziu a atividade anterior de fenoloxidase, um sistema de enzima 
que está envolvida nos processos de melanose e resistência a patógenos. Bitondi et al. (1998) 
acrescentaram que B. bassiana é um inibidor de quitina, atuando principalmente em estruturas 
cuticulares de um inseto quando entra através da cutícula. Os conídios dos fungos se aderem a 
cutícula do inseto e depois da germinação as hifas penetraram a cutícula e proliferaram no corpo 
do inseto. Os tecidos do corpo em decomposição fornecem suficiente umidade para o 
crescimento do fungo profusamente, sendo a agua essencial para a germinação de conídios 
(Figura 21 B e Figura 22 C). As mesmas espécies fúngicas foram reisoladas das larvas mortas 
e cultivadas em Agar Batata Dextrose.  

 

 

Figura 22. Infecção de M. anisoplie sobre larvas de G. mellonella e T. molitor. A. Colonização do G. mellonella, 
B. Conidióforos de M. anisopliae, C. Hifas e esporos de M. anisopliae no interior do hospedeiro, D. Micélio de 
M. anisopliae sobre a cabeça de G. mellonella E. Colonização do T. molitor F. Pontos pretos como a resposta 
imune indicando penetração direta do fungo. Foto: Esparza, 2015. 

 
Algumas cepas de B. bassiana produziram um pigmento rosado sobre as larvas (Figura 

21 C), provavelmente pela atividade da oosporeina (EL BASYOUNI et al., 1968; EYAL et al., 
1994).  A oosporeina é tóxica para uma gama de diferentes organismos (EYAL et al., 1994; 
THOMSEN, 1999) e a alta mortalidade de G. mellonella causada pelas cepas Bb11MI, Bb79MI 
e Bb53MI poderia dever-se a produção de oosporeina. A produção de compostos antibióticos 
por parte dos fungos é realizada para inibir o crescimento de competidores nos ambientes 
naturais, além das propriedades inibitórias tais compostos podem ter caraterísticas de moléculas 
sinal (FAJARDO &MARTINEZ, 2008).  
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4.5 Caracterização morfológica 
 
A tabela 5 e figura 23 apresentam as características macroscópicas para as espécies 

isoladas de Beauveria e Metarhizium, onde foram avaliadas em MEA e BDA após 7 dias a 25 
°C. A tabela 6 e figura 18 mostram as características microscópicas das espécies isoladas de 
Beauveria e Metarhizium, após crescimento em MEA por 7 dias a 25 °C. 

As espécies de Beauveria apresentaram células conidiógenas densamente agrupadas 
(verticiladas ou solitárias), incolor, com base globosa ou em forma de balão, conídios hialinos 
e asseptados com forma globosa a elipsoidal, colônia em MEA 25 °C com diâmetro de 2,5-4 
cm, coloração branca para amarelo pálido com massas de esporos ou aspecto pulverulento e 
reverso bege claro (Figura 23 A-B). Em BDA, a coloração das colônias é creme e o reverso 
com tons amarelos pálidos (Figura 23 C-D), diâmetro de 2,3-3,6 cm.  O conidióforo de 175-
200 × 1-2 µm. As fiálides de 10-14 x 2 µm, conídios com diâmetro de 1,5-3,5 µm (Figura 24 
A-B).  

As espécies de Metarhizium apresentam conidióforos em manchas densas, individuais 
amplamente ramificados (como candelabro), densamente interligados, células conidiógenas 
com ápice arredondado para cônico, densamente ramificado ou entrelaçado, conídios sem 
septos, cilíndricos ou ovoides, em cadeias longas, com coloração verde brilhante para verde 
amarelado, oliva ou branco. As colônias em MEA 25 °C com diâmetro de 4,2-5 cm, coloração 
verde amarelado para verde escuro com massas de esporos ou aspecto pulverulento e com 
reverso bege escuro (Figura 23 E-F). Em BDA, a coloração das colônias é verde oliva e reverso 
com tons amarelos escuros (Figura 23 G-H), diâmetro de 4,5-6,5 cm. O conidióforo de ≥200 × 
2-3 µm As fiálides cilíndricas de 16-18 x 2-3 µm, conídios com diâmetro 9-10 µm (Figura 24 
C-D).  

Portanto, com base nos caracteres morfológicos os fungos foram caracterizados como: 
B. bassiana e M. anisopliae var. anisopliae conforme Humber, (2012) e Samson et al. (1988). 

Poeaim et al. (2014), observaram colônias brancas para amarelo pálido tendo massas de 
esporos em pó. Para o meio BDA, as hifas e conídios em Beauveria são delicados e hialinos. A 
microscopia mostrou que os conídios tem forma globosa a elipsoidal e os conidióforos em 
forma de balão. Os tamanhos dos conídios variavam de largura 1,91 ± 0,42 µm (Bb012) para 
3,34 ± 0,22 µm (Bb009) e comprimento de 3,11 ± 0,39 µm (Bb015) para 4,50 ± 0,37 µm 
(Bb028) a relação comprimento/largura dos conídios foi calculada e gerou dois grupos: os 
isolados com a relação comprimento/largura <2 é o grupo de baixa relação e isolados com a 
relação comprimento/largura > 2 é o grupo de alta relação (Bb012, Bb013, Bb027 e Bb028). 
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Tabela 5. Características macroscópicas dos isolados de fungos entomopatogênicos de solo de Mata Atlântica. 

 

 

Tabela 6. Características microscópicas dos isolados de fungos entomopatogênicos de solo de Mata Atlântica. 

 

 

 Cor da Colônia  Diâmetro da Colônia (cm) 
Isolado MEA  BDA MEA  BDA 

verso/ reverso  verso/ reverso  (25°C) (25°C) 

Beauveria 
bassiana 

Branco amarelado 
/Bege claro 

Creme /Amarelo 
claro 

2,5-4 2,3-3,6 

Metarhizium 
anisopliae 

Verde amarelado 
/Bege escuro 

Verde oliva/ amarelo 
escuro  

4,2-5 4,5-6,5 

 Conídio Fiálide Conidióforo 
Isolados Tamanho 

(µm) 
Cor Forma Tamanho 

(µm) 
Forma Cor Tamanho 

(µm) 
Nº de 

Fiálides 
Cor 

Beauveria 
bassiana 

1,5-3,5 Hialino Globosa/ 
Elisoipdal 

10-14 x 2 Globosa Hialino 175-200 x 1-2 2 - 5 Hialino 

Metarhizium 
anisopliae 

9-10 Hialino Cilíndricos/ 
Ovoide 

16-18 x 
2-3 

Ápice 
arredondado 
ou cônico 

Hialino ≥200 x 2-3 2 - 4 Hialino 
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No entanto, a identificação baseada nas características morfológicas não conseguiu 
identificar corretamente as espécies de Beauveria assim, a diversidade genética de Beauveria 
sp. foi detectada utilizando técnicas de sequenciamento, PCR-RFLP, da região ITS1-5,8S-ITS2 
e a pequena porção de rDNA 18S e 28S e RAPD. Encontraram que os isolados de Beauveria 
foram agrupados em dois grupos principais; Beauveria bassiana e Beauveria brongniartii. 

A classificação atual de Metarhizium baseada em caracteres morfológicos foi revisada 
por Tulloch (1976), que aceitou apenas M. flavoviridae e M. anisopliae, a segunda espécie foi 
subdividida em var. anisopliae ou var. majus, dependendo do tamanho do conídio. Macedo 
(2005), encontrou que as colônias dos isolados de M. anisopliae apresentaram coloração que 
variou de verde acinzentado até verde escuro (oliva). Alguns isolados apresentaram 
crescimento micelial mais denso e mais proeminente (aspecto cotonoso). Yip et al. (1992), 
observaram as mesmas características quando estudaram 204 culturas de M. anisopliae isoladas 
de solos de pastagem da Tasmania. Os autores observaram três cores básicas da colônia após a 
esporulação: verde acinzentado, cinza escuro e verde escuro. A cor da colônia foi observada 
por ser um caráter estável e é considerada uma característica confiável para a separação de 
isolados. Macedo (2005), observou que o crescimento das colônias (diâmetro) variou de 28 mm 
para o isolado IBCB-353 a 38 mm para o isolado IBCB-348 após oito dias de crescimento. As 
dimensões dos conídios variaram entre 5,465 e 7,970 µm comprimento para os isolados IBCB-
345 e ESALQ 1301, respectivamente. 

Riba et al. (1986), comparando as dimensões de conídios de 96 isolados de M. 
anisopliae observaram que os mesmos variaram entre 3,5 a 17,7 µm de comprimento. Yip et 
al. (1992), caracterizando Metarhizium isolados de solos da Tasmania observaram conídios com 
dimensões de 5 a 9 µm de comprimento. Driver et al (2000), concluíram que a morfologia do 
conídio tinha como único potencial de uso a classificação morfológica dos isolados de 
Metarhizium testados e sugerem que o tamanho dos conídios seja útil na determinação das 
espécies.  
 

  

 
Figura 23. Características macroscópicas das colônias dos isolados de Beauveria bassiana (A-D) e Metarhizium 
anisopliae (E-H), verso e reverso em MEA e BDA, respectivamente a 25 °C após 7 dias.  
 

C A B D 

E F G H 
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Figura 24. Características microscópicas dos isolados de Beauveria bassiana (A-B) e Metarhizium anisopliae (C-
D), em MEA a 25 °C após 7 dias.  
 

4.6 Avaliação da virulência das cepas selecionadas 
 

De acordo com o teste de Scott Knott (α=0,05), as cepas mais patogênicas para G. 
mellonella foram Bb79MI, Bb27MI, Ma10MI e Ma58MI em 3 concentrações (1x107, 1x108 e 
1x109 conidios.mL-1) e Bb53MI moderadamente (1x108 e 1x109 conidios.mL-1); comparando 
os valores médios e baixos da mortalidade das larvas com as distintas concentrações se 
observou que as cepas Bb11MI, Ma11MI e Ma12MI foram menos patogênicas nas 
concentrações 1x106 1x107 e 1x108 conidios.mL-1 (Tabela 7).  As cepas de B. bassiana mais 
patogênicas para T. molitor foram, Bb27MI e Bb79MI nas concentrações 1x107,1x108 e 1x109 

conidios.mL-1; as cepas de M. anisopliae Ma10MI e Ma58MI foram as mais patogênicas para 
T. molitor nas concentrações (1x107,1x108 e 1x109 conidios.mL-1). As cepas Bb11MI de B. 
bassiana e Ma11MI de M. anisopliae foram as menos patogênicas para T. molitor (Tabela 8).  

A cepa que teve a mais alta patogenicidade sobre as larvas de G. mellonella foi a 
Bb79MI de B. bassiana, com uma mortalidade média de 80,66%, CL50 de 1,04x107 

conidios.mL-1 e TL50 de 5,27 dias (Tabela 9). A cepa Ma58MI de M. anisopliae foi a mais 
virulenta para as larvas de G. mellonella apresentando uma mortalidade de 83,33%, CL50 de 
6,31x107 conidios.mL-1e TL50 de 5,18 dias. A cepa Bb79MI causou uma mortalidade de 78% 
em T. molitor, e apresentou uma CL50 de 1,03x107 conidios.mL-1 e TL50 de 5,57 dias. 
Finalmente a cepa Ma58MI de M. anisopliae causou um mortalidade de 82% sobre larvas de 
T. molitor, o CL50 foi de 1,00x106 conidios.mL-1 e o TL50 de 4,05 dias. A cepa menos virulenta 
para larvas de G. mellonella e T. molitor foi Bb11MI correspondente a B. bassiana (mortalidade 
de 73,33%, CL50 de 9,12x108 conidios.mL-1 e TL50 de 6,99 dias e 70,00%, CL50 de 7,94x107 

A B 

C D 
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conidios.mL-1 e TL50 de 5,42 dias, respectivamente). Finalmente a cepa Ma11MI de M. 
anisopliae foi a menos patogênica para G. mellonella e T. molitor as mortalidades foram de 
63,33% e 67,33%, CL50 de 2,12x109 e 6,21x108 conidios.mL-1 e TL50 de 7,69 e 6,27 dias, 
respectivamente. 
Segundo esta analise se requer menor quantidade de inoculo com os tratamentos de Bb79MI de 
B. bassiana e Ma58MI de M. anisopliae para matar as larvas de G. mellonella e T. molitor. 
Resultados semelhantes foram obtidos por Garcia et al. (2011), que avaliaram a atividade 
inseticida de 8 isolados de B. bassiana e 4 de M. anisopliae sobre larvas de Spodoptera 
frugiperda e Epilachna varivestis com seis concentrações (104 até 109); o isolado Bb18 de B. 
bassiana foi o mais virulento para larvas de E. varivestis com mortalidade de 93,3%, CL50 de 
1,20x106 conidios.mL-1 e TL50 de 5,1 dias. O isolado Bb42 de B. bassiana causou a maior 
mortalidade sobre larvas de S. frugiperda (96,6%, CL50 de 5,92x103 conidios.mL-1 e TL50 de 
3,6 dias). Zayed (2004), determinou a virulência de dois isolados de B. bassiana (Bb1 e Bb2) 
sobre G. mellonella em concentrações de 0.156, 0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 12.5 e 25x 106 
conidios.mL-1. Galleria mellonella foi mais susceptível para Bb2, a CL50 para Bb1 foi de 
8,2x1010, 2,3x108 e 2,2x107 conidios.mL-1 após inoculação por 4, 6 e 8 dias respectivamente. 
Contudo, a CL50 avaliada para Bb2 foi de 19 x107, 3,3x106 e 106 conidios.mL-1, para o mesmo 
período de exposição. As duas concentrações, 2,5x106 e 5x106 conidios.mL-1 foram 
selecionadas para ajustar a comparação o TL50 para cada isolado. A concentração 2,5x106 

conidios.mL-1, induziu 50% de mortalidade dentro de um período de 10 dias para o isolado Bb1, 
para Bb2, o LT50 foi de 6,4 dias. Na concentração 5x106 conidios.mL-1, o TL50 de Bb1, foi de 
8,4 dias, foi significativamente maior do que a de Bb2, 5,5 dias.  

Os valores de TL90 para as cepas de B. bassiana sobre larvas de G. mellonella variaram 
de 8,03 para 10,23 dias e para as cepas de M. anisopliae sobre larvas de G. mellonella variaram 
de 8,29 para 10,47 dias. Nas larvas de T. molitor os TL90 das cepas de B. bassiana variaram de 
9,24 para 10,04 dias, nas cepas de M. anisopliae os TL90 variaram de 7,18 para 11,26 dias. A 
CL90 também variou dependendo da espécie de inseto e linhagem. A cepa de B. bassiana que 
apresento a menor CL90 para larvas de G. mellonella foi Bb79MI (6,31x109 conidios.mL-1) e a 
maior CL90 foi apresentada pela cepa Bb11MI (8,31x1011 conidios.mL-1). Metarhizium 
anisopliae Ma11MI apresentou a maior CL90 (2,88x1011 conidios.mL-1) e a menor CL90 foi da 
cepa Ma58MI (1,00x109 conidios.mL-1) em larvas de G. mellonella. Finalmente para as larvas 
de T. molitor a CL90 variou com as cepas de B. bassiana de 1,00x1010 a 8,46x1011 conidios.mL-
1; com as cepas de M. anisopliae a CL90 variou de 9,90x108 a 1,26x1012 conidios.mL-1 (Tabela 
10). Diferenças entre os tempos letais é uma ferramenta bastante utilizada na seleção de 
linhagens, pois é interessante que o fungo mate rapidamente seus hospedeiros (LOHMEYER 
& MILLER, 2006). 
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Tabela 7. Mortalidade de larvas de G. mellonella em diferentes concentrações de esporas de B. bassiana e M. anisopliae. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Médias seguidas de letras distintas, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Média de mortalidade aos 8 dias. 
 
 

Tabela 8. Mortalidade de larvas de T. molitor em diferentes concentrações de esporas de B. bassiana e M. anisopliae. 

Concentração 
Conidios. mL-1 Bb11MI Bb27MI Bb53MI Bb79MI Ma10MI  Ma11MI  Ma12MI  Ma58MI  

1x109 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 
1x108 90,0 bB 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 90,0 bB 100,0 aA 100,0 aA 
1x107 86,7 bC 100,0 aA 93,3 bB 100,0 aA 100,0 aA 70,0 cD 83,3 bC 100,0 aA 
1x106 63,3 cE 70,0 bD 80,0 cC 80,0 bC 100,0 aA 66,7 cD 86,7 bB 100,0 aA 

Testemunha 10,0 dA 10,0 cA 10,0 dA 10,0 cA 10,0 bA 10,0 dA 10,0 cA 10,0 bA 
Médias seguidas de letras distintas, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Média de mortalidade aos 8 dias. 

Concentração 
Conidios.mL-1 Bb11MI Bb27MI Bb53MI Bb79MI Ma10MI  Ma11MI  Ma12MI  Ma58MI  

1x109 100,0 Aa 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 
1x108 93,3 bB 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 100,0 aA 76,7 bC 93,3 bB 100,0 aA 
1x107 83,3 cB 100,0 aA 96,6 aA 100,0 aA 100,0 aA 63,3 cD 70,0 cC 100,0 aA 
1x106 70,0 dC 73,3 bC 80,0 bB 83,3 bB 86,7 bB 56,7 dD 73,3 cC 96,7 aA 

Testemunha 20,0 eA 20,0 cA 20,0 cA 20,0 cA 20,0 cA 20,0 eA 20,0 dA 20,0 bA 
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Tabela 9. Valores de CL50 e TL50 das cepas de B. bassiana e M. anisopliae contra G. mellonella e T. molitor. 

Cepa/Inseto CL50 Intervalo de 
confiança a 95% 

TL 50 

(dias) 
Intervalo de 

confiança a 95% 

Bb11MI           
     G. mellonella 9,12x108 4,97x106-2,28x109 6,99 5,69-7,02 

T. molitor 7,94x107  4,76x106-2,23x108 5,42 5,31-5,90 
Bb53MI           

    G. mellonella 3,98x107 1,34x107-2,29x108 5,46 5,36-6,09 

T. molitor 5,87x107 1,68x107-2,05x108 5,73 5,43-6,12 
Bb79MI           

G. mellonella 1,04x107 1,45x106-5,75x108 5,27 5,11-5,74 

T. molitor 1,03x107 1,32x106-4,76x108 5,57 5,39-6,03 
Bb27MI           

   G. mellonella 5,53x107 7,74x106-2,05x108 5,56 5,37-5,99 
T. molitor 3,98x107 7,74x106-2,05x108 5,83 5,63-6,18 
Ma58MI           

   G. mellonella  6,31x107 1,67x107-2,38x109 5,18 4,79-5,36 
T. molitor 1,00x106 2,88x105-3,48x109 4,06 3,89-4,68 
Ma10MI           

  G. mellonella 1,10x108  1,96x107-1,28x108 6,37 5,79-6,89 
T. molitor 1,00x107 2,88x106-3,48x1010 5,22 4,97-5,66 
Ma12MI           

   G. mellonella 1,59x108 3,93x107-1,21x109 6,17 6,00-6,45 
T. molitor 1,13x108 4,60x106-2,77x107 6,59 5,15-5,87 
Ma11MI           

   G. mellonella 2,12x109 1,28x108-3,51x1010 7,69 6,87-7,91 

T. molitor 6,21x108 3,15x106-1,22x109 6,27 6,11-6,46 
 

Rodriguez et al. (2005), avaliaram a virulência de Qu-M558 de M. anisopliae e Qu-
B912 de B. bassiana sobre larvas de Tuta absoluta e obtiveram a CL50 e CL90 para Qu-B912 
sendo de 1x104,4 e 1x107,6 conidios.mL-1 e para Qu-M558 foi de 1x105,4 e 1x109,1 conidios.mL-
1, respectivamente. Mafla et al. (2004), avaliaram a atividade biocontroladora de B. bassiana e 
M. anisopliae sobre larvas de Ancognatha scarabaeiodes (Coleoptera: Scarabaeidae) usando 
concentrações de 1x105 até 1x1010 conidios.mL-1, a mortalidade acumulada foi de 100% para o 
isolado Bb como, Mt1 e Mt2 na concentração 1x1010 conidios.mL-1 e 90% para Bb4 e Bb10 na 
concentração 1x109 conidios.mL-1, apresentando CL90 de 1,1x1010, 7,3x109, 2,2x1010, 3,9x1010 
e 4,3x1010 conidios.mL-1, respectivamente.  
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Tabela 10. Valores de CL90 e TL90 das cepas de B. bassiana e M. anisopliae contra G. mellonella e T. molitor. 

Cepa/Inseto 
 

CL 90 Intervalo de 
confiança a 95% 

TL 90 

(dias) 
Intervalo de 

confiança a 95% 

Bb11MI           
     G. mellonella 8,31x1011 1,44x1010-4,79x1012 10,23 9,42-10,52 

T. molitor 8,46x1011 1,49x1011-4,82x1012 10,04 9,98-10,14 
Bb53MI           

    G. mellonella 2,15x1010 2,15x1010-6,84x1011 9,38 9,10-9,67 

T. molitor 3,16x1010 3,29x109-2,11x1011 9,48 9,23-9,68 
Bb79MI           

    G. mellonella 6,31x109 1,67x108-2,39x1010 8,03 7,85-8,16 
T. molitor 1,00x1010 1,45x109-6,88x1010 9,42 9,23-9,57 
Bb27MI           

G. mellonella 1,00x1010 6,95x109-1,44x1011 9,19 9,00-9,31 
T. molitor 8,34x1010 6,95x1010-1,44x1011 9,68 9,46-9,78 
Ma58MI           

   G. mellonella 1,00x109 6,60x108-1,51x1010 8,29 8,06-8,47 
T. molitor 9,90x108 8,48x108-1,18x109 7,18 7,02-7,38 
Ma10MI           

   G. mellonella 9,98x109 2,88x109-3,48x1010 8,51 8,29-8,88 

T. molitor 9,98x108 8,48x108-1,18x109 7,80 7,32-8,12 
Ma12MI           

   G. mellonella 4,38x1010 3,84x109-1,21x1011 9,20 9,11-9,37 
T. molitor 3,56x109  1,47x109-1,08x1010 8,41 8,26-8,69 
Ma11MI           

G. mellonella 2,88x1011 1,82x1010-4,55x1011 10,47 10,19-10,59 
T. molitor 1,26x1012 1,06x1012-1,20x1013 11,26 11,09-11,46 

 

A Figura 25 A mostra a mortalidade da cepa Bb11MI de B. bassiana sobre larvas de G. 
mellonella com diferentes concentrações de conídios (1x106, 1x107, 1x108 e 1x109 conidios.mL-
1). Observou-se que a maior mortalidade de larvas de G. mellonella ocorreu usando a 
concentração 1x109 conidios.mL-1 alcançando 100% após 8 dias de inoculação.  A curva de 
mortalidade através do tempo originada em esta concentração foi diferente a produzida a 
concentrações 1x106, 1x107 e 1x108, com as que foram alcançadas 70%, 83,33% e 93,33% de 
mortalidade respectivamente. A maior mortalidade de larvas de T. molitor foi apresentada 
usando a concentração 1x109 conidios.mL-1 alcançando o 100% após 8 dias de inoculação. 
Mortalidades de 100% também foram obtidas com as concentrações 1x108 e 1x107 conidios.mL-
1 após 9 dias de inoculação. A mortalidade máxima para as larvas de T. molitor com a 
concentração de 1x106 conidios.mL-1 foi de 83,33% após 10 dias de inoculação (Figura 25 B). 

A cepa Bb53MI de B. bassiana mostrou a maior mortalidade (100%) contra G. 
mellonella o dia 7 após inoculação, com a concentração de 1x109 conidios.mL-1, esta 
mortalidade foi diferente a produzida nas concentrações de 1x106, 1x107 e 1x108 conidios.mL-
1 onde foi obtida uma mortalidade de 100% após 10, 9 e 8 dias de inoculação respectivamente 
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(Figura 25 C). Com as concentrações 1x106 e 1x107 conidios.mL-1 foram obtidas mortalidades 
para larvas de T. molitor após 8 dias de inoculação de 80% e 93,33%, respectivamente. Com a 
concentração 1x108 e 1x109 conidios.mL-1 a mortalidade alcançou o 100% após 8 dias de 
inoculação (Figura 25 D). 

A cepa Bb79MI de B. bassiana na concentração 1x109 conidios.mL-1 apresentou uma 
mortalidade de 100% após 6 dias de inoculação nas larvas de G. mellonella. Nas concentrações 
1x106, 1x107 e 1x108 conidios.mL-1 após de 7 dias de inoculação nas larvas foram obtidas 
mortalidades de 70%, 90% e 100% respectivamente (Figura 25 E). Para as larvas de T. molitor 
foi alcançada uma mortalidade de 100% com as concentrações de 1x108 e 1x109conidios.mL-1 

após 7 dias de inoculação. Nas concentrações1x106 e 1x107 conidios.mL-1 foi obtida uma 
mortalidade de 80% e 100% após 8 dias de inoculação (Figura 25 F).  

A cepa Bb27MI de B. bassiana na concentração 1x109 conidios.mL-1 apresentou uma 
mortalidade de 100% após 7 dias de inoculação nas larvas de G. mellonella. Nas concentrações 
1x106, 1x107 e 1x108 conidios.mL-1 após de 7 dias de inoculação nas larvas foram obtidas 
mortalidades inferiores de 60%, 90% e 90% respectivamente (Figura 25 G). Nas larvas de T. 
molitor foi alcançada uma mortalidade de 100% com as concentrações de 1x107, 1x108 e 1x109 
conidios.mL-1 após 8 dias de inoculação. Na concentração1x106 conidios.mL-1 foi obtida uma 
mortalidade de 70% depois de 8 dias de inoculação (Figura 25 H). Quintana (2000) e Gerding 
et al. (2002), encontraram resultados semelhantes com os isolados de B. bassiana para o 
controle de larvas de Rhyasonia buoliana (Lepidóptera: Tortricidae), onde se alcançou 100% 
de mortalidade com concentração de 1x108 conidios.mL-1. 
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Figura 25. Mortalidade acumulada de larvas de G. mellonella e T. molitor, inoculadas com diferentes 
concentrações e cepas de B. bassiana. A-B. Cepa Bb11MI, C-D. Cepa Bb53MI, E-F. Cepa Bb79MI e G-H. Cepa 
Bb27MI. 
 

A figura 26 A mostra a mortalidade da cepa Ma58MI de B. bassiana sobre larvas de G. 
mellonella com diferentes concentrações de conídios (1x106, 1x107, 1x108 e 1x109 conidios.mL-
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1). Observou-se que a maior mortalidade de larvas de G. mellonella ocorreu usando a 
concentração 1x109 conidios.mL-1 alcançando 100% após 6 dias de inoculação.  Nas 
concentrações 1x107 e 1x108 conidios.mL-1 ocorreu mortalidade após 7 dias de inoculação de 
96,66% e 100%, respectivamente, e na concentração 1x106 conidios.mL-1 a mortalidade 
máxima (100%) foi alcançada depois de 9 dias de inoculação. Nas larvas de T. molitor foi obtida 
uma mortalidade de 100% após 6 dias de inoculação com as concentrações de 1x108 e 1x109 

conidios.mL-1, nas concentrações de 1x106 e 1x107 conidios.mL-1 a mortalidade máxima (100%) 
foi alcançada após 7 dias de inoculação (Figura 26 B). 

A cepa Ma10MI de M. anisopliae apresentou uma mortalidade de 100% para as larvas 
de G. mellonella após 7 dias de inoculação com a concentração 1x108 e 1x109 conidios.mL-1. 
Nas concentrações 1x106 e 1x107 conidios.mL-1 a mortalidade máxima após 8 dias de 
inoculação nos insetos foi de 86,66% e 100%, respectivamente (Figura 26 C). Em T. molitor 
observou-se um aumento na mortalidade sendo de 100% após 6 dias de inoculação quando 
usada a concentração de 1x109 conidios.mL-1. Nos tratamentos 1x106, 1x107 e 1x108 

conidios.mL-1 a mortalidade obtida foi de 86,66%, 96,66% e 100% após 7 dias de inoculação 
(Figura 26 D). 

Com a cepa Ma12MI de M. anisopliae foi obtida uma mortalidade de 100% após 8 dias 
de inoculação nas larvas de G. mellonella com a concentração 1x109 conidios.mL-1.  Nas 
concentrações 1x106, 1x107 e 1x108 conidios.mL-1 a mortalidade depois de 7 dias de inoculação 
foi de 60%, 60% e 83,33% respectivamente (Figura 26 E). Em T. molitor observou-se um 
aumento na mortalidade; com o tratamento 1x109 conidios.mL-1 foi alcançada uma mortalidade 
de 100% após 6 dias de inoculação e nos tratamentos 1x106, 1x107 e 1x108 conidios.mL-1 a 
mortalidade foi de 76,66%, 73,33% e 100% após 7 dias de inoculação (Figura 26 F). 

Finalmente com a cepa Ma11MI foi obtida uma mortalidade de 100% após 8 dias de 
inoculação em G. mellonella quando usada a concentração 1x109 conidios.mL-1.  Nos 
tratamentos 1x106, 1x107 e 1x108 conidios.mL-1 a mortalidade máxima obtida após 10 dias de 
inoculação nos insetos foi de 86,66%, 93,33% e 100%, respectivamente (Figura 26 G). Com 
larvas de T. molitor observou-se um aumento na mortalidade em todos os tratamentos. No 
tratamento 1x109 conidios.mL-1 a mortalidade foi de 100% após 7 dias de inoculação, nos 
tratamentos 1x108 e 1x107 conidios.mL-1 a mortalidade máxima (100%) foi obtida após 9 e 10 
dias de inoculação respectivamente. Por último na concentração 1x106 conidios.mL-1 a 
mortalidade máxima foi de 96,66% após 10 dias de inoculação (Figura 26 H). 

A mortalidade de G. mellonella e T. molitor foi ascendente no tempo e maior que na 
testemunha. A partir desses resultados as cepas de B. bassiana com maior desempenho para G. 
mellonella foram Bb53MI e Bb79MI com valores de CL50 de 3,98x107 e 1,04x107 conídios.mL-
1, para T. molitor foi a cepa Bb79MI com CL50 de 1,03x107 conídios.mL-1. As cepas de M. 
anisopliae com melhor desempenho foram Ma58MI e Ma10MI tanto para T. molitor como para 
G. mellonella. 
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Figura 26. Mortalidade acumulada de larvas de G. mellonella e T. molitor, inoculadas com diferentes 
concentrações e cepas de M. anisopliae. A-B. Cepa Ma58MI, C-D. Cepa Ma10MI, E-F. Cepa Ma12MI e G-H. 
Cepa Ma11MI. 
 

As CL50 de M. anisopliae variaram de 1,00x106 a 1,00x107 e 6,31x107 a 1,10x108 

conídios.mL-1 para larvas de T. molitor e G. mellonella respectivamente. Confirmou-se que as 
cepas mais virulentas foram Bb79MI e Ma58MI. Galleria mellonella e T. molitor são 
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conhecidos por serem susceptíveis a essas duas espécies de fungos entomopatogênicos, de 
modo que eles ainda são usados como iscas para o isolamento de fungos entomopatogênicos a 
partir do solo (ZIMMERMAN, 1986; BIDOCHKA et al., 2002; MONTESINOS et al., 2011; 
TARASCO et al., 2011) ou, recentemente, como sonda para patogenicidade de outras espécies 
de insetos (BHARADWAJ et al., 2011). A mortalidade e as concentrações foram consideradas 
parâmetros no estudo do comportamento dos melhores isolados uma vez que indicam a 
capacidade de colonização do patógeno, superando todos os agentes competidores presentes no 
inseto (NEVES, 1998). 

Uma interação significativa também foi observada entre a concentração conidial e o 
tempo. Foi constatado que as concentrações mais altas de conídios requerem menor tempo para 
causar mortalidade de 100% dos insetos. A quantidade de conídios utilizada deve atingir para 
uma determinada concentração e assim obter uma penetração eficaz do fungo na cutícula do 
inseto e causar a morte do hospedeiro (ZHIOUA et al., 1997). Todas as cepas foram capazes de 
causar infecção e mortalidade contra G. mellonella e T. molitor via contato. Nas larvas de T. 
molitor o menor tempo para causar a máxima mortalidade foi de 6 dias na concentração 1x109 
conidios.mL-1 com as linhagens Ma12MI, Ma10MI e Ma58MI de M. anisopliae enquanto que 
para a linhagem Bb79MI de B. bassiana o tempo foi de 7 dias, em G. mellonella o menor tempo 
para causar a mortalidade de 100% foi de 6 dias com as cepas Bb79MI de B. bassiana e 
Ma58MI de M. anisopliae; na concentração 1x109 conidios.mL-1 não se conseguiu uma 
mortalidade de 100% para as larvas de T. molitor com as cepas Bb11MI, Bb53MI, Bb72MI de 
B. bassiana e Ma11MI de M. anisopliae, nem para as larvas de G. mellonella com as cepas 
Bb11MI e Bb27MI de B. bassiana e Ma12MI e Ma11MI de M. anisopliae. Estes resultados são 
semelhantes aos obtidos por Khalid et al. (2012), ao avaliar a virulência de 90 isolados de B. 
bassiana e 15 isolados de M. anisopliae sobre larvas de G. mellonella usando suspensões de 
102, 103, 104, 105 e 106 conidios.mL-1. Os isolados BbaAUMC3076, BbaAUMC3263 e 
ManAUMC3085 causaram mortalidade de 100% em concentrações de 5,5x106, 5,86x105 e 4,8 
x106 conídios.mL-1. Os valores de CL50 foram 1,43x103, 1,04x105 e 5,06x104 conídios.mL-1 

para Bba3263AUMC, Bba3076AUMC e Man3085AUMC, respectivamente.  
Filho et al. (2002), também avaliaram a patogenicidade dos isolados de fungos 

entomopatogênicos M. anisopliae e B. bassiana, para lagartas do curuquerê-do-
algodoeiro Alabama argilácea usando as concentrações de 106, 107, 108 e 109 conídios.mL-1 e 
obtiveram porcentagens de mortalidade confirmada das lagartas de A. argillacea ocasionadas 
pelos isolados de M. anisopliae que variaram de 4,5 a 91,2%, nas diferentes concentrações, 
sendo que o isolado 1189 de M. anisopliae, na concentração 109 conídios.mL-1, proporcionou a 
maior mortalidade. O isolado 645 de B. bassiana, também proporcionou a mais elevada 
mortalidade na concentração 109 conídios mL-1, seguido dos isolados 634, IPA 198 e 604.  

Khosravi et al. (2014), avaliaram a patogenicidade de isolados de B. bassiana contra 
larvas de Arge rosae. O bioensaio foi realizado pelo método de imersão com concentrações 
2x104, 2x105, 2x106, 2x107 e 2x108 conidios.mL-1; o isolado IRAN403C causou a maior 
mortalidade sendo de 70% usando a concentração 2x107 conidios.mL-1, o CL50 e o TL50 obtido 
foi de 5,54x105 conidia.mL-1 e 3,92 dias para a concentração 2x108 conidios.mL-1 

respectivamente. No entanto, os resultados encontrados nestas pesquisas demonstraram relação 
diretamente proporcional entre a quantidade de conídios aplicada nos insetos e a mortalidade 
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do mesmo, portanto nas suspensões mais diluídas a virulência e a patogênicidade foram menos 
acentuadas, provocando menor mortalidade em tempo mais prolongado que o observado nas 
concentrações mais elevadas. Esse fato também foi constatado por outros autores estudando 
isolados de M. anisopliae e B. bassiana em diferentes espécies de insetos (ALVES et al., 1985; 
SILVA et al., 2003; CUNHA et al., 2008). Segundo Fernandes & Alves (1992), quanto mais 
conídios penetram, mais toxinas ou enzimas são liberadas, aumentando a mortalidade do inseto. 
Todavia, a velocidade de ação do fungo depende, além da dosagem, das espécies hospedeiras 
envolvidas (SOSA-GÓMEZ & MOSCARDI, 1992). Segundo St. Leger (1991), a variação de 
virulência de isolados de fungos entomopatogênicos está relacionada com a composição 
química da cutícula e os processos bioquímicos envolvidos para a formação do tubo 
germinativo e colonização do hospedeiro. Além disso, Oliveira et al. (2004), destacaram que a 
capacidade do fungo em causar mortalidade se deve à habilidade de seus conídios em 
reconhecer e produzir enzimas para degradar a cutícula do hospedeiro.  

Segundo Pacola-Meirelles & Azevedo (1990), Kleespies & Zimmermann (1994), a 
variabilidade da patogenicidade entre isolados é resultado das diferenças na produção de 
enzimas (amilase, protease, lipase) e toxinas, na velocidade de germinação dos conídios, na 
atividade mecânica de penetração na cutícula e na capacidade de colonização dos isolados. O 
período que os fungos entomopatogênicos levam para provocar a morte de uma determinada 
espécie (tempo médio de incubação) varia em função de diversos fatores, dentre eles a espécie 
do hospedeiro e estágio de desenvolvimento. Resultados semelhantes aos relatados aqui foram 
encontrados por Moino Jr. et al. (1998), ao avaliar a patogenicidade de 72 isolados dos 
fungos B. bassiana e M. anisopliae para três espécies de insetos-praga de grãos armazenados. 
Os autores observaram grande variação nas mortalidades obtidas, isolados que foram 
totalmente ineficientes e outros que provocaram mortalidade confirmada de 100%. Almeida 
(1994), avaliou a patogenicidade de mais de 100 isolados dos mesmos fungos no 
cupim Heterotermes tenuis, selecionando o isolado 634 de B. bassiana que causou alta 
mortalidade confirmada ao inseto e apresentou boa produção de conídios em diversos meios de 
cultura. Bharadwaj & Stafford (2011), avaliaram a patogenicidade de Metarhizium brunneum 
em T. molitor e Ixodes scapularis usando concentrações de 1×101 até 8,4×108 conidia.mL-1. As 
larvas de T. molitor eram menos sensíveis ao M. brunneum do que adultos I. scapularis (LC50 
de 4,4x107 e 1,7x105 conídios.mL-1, respectivamente, 4 semanas pós-tratamento). 

 
4.7 Identificação molecular 

  
4.7.1 Extração de DNA e Amplificação da região ITS do rDNA através de PCR 
 

Para a extração de DNA foram utilizados os micélios dos fungos crescidos no meio 
BDA à 25 °C por 7 dias. A extração do DNA genômico de todos os isolados foi efetuada com 
base no protocolo (DOYLE & DOYLE, 1987), e o mesmo foi considerado eficiente tendo-se 
obtido quantidades de DNAs suficiente para o desenvolvimento de todo o trabalho. 

Os perfis de amplificação das regiões ITS das linhagens utilizadas dos fungos 
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, resultaram em apenas uma banda de 
aproximadamente 500 pb (Figura 19). Carneiro-leão (2006), obteve bandas de 600 pb quando 
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amplificou ITS do fungo M. anisopliae var. acridium com os primers ITS4 e ITS5. Soares et 
al. (2006), caracterizaram dois fungos entomopatogênicos, antes e pós-infecção, pela 
amplificação por PCR dos marcadores ITS, (GTG)5 e (GACA)4. Os perfis de amplificação 
obtidos para M. anisopliae var. anisopliae resultaram em: (GACA)4 - 8 bandas; (GTG)5 - 10 
bandas; ITS- 1 banda de aproximadamente 600 pb. Para B. bassiana, os perfis obtidos foram: 
(GACA)4 - 10 bandas; (GTG)5 - 12 bandas; ITS- 1 banda de aproximadamente 600 pb. 
Déstefano et al. (2004), fizeram um análise da região ITS1 – 5.8 – ITS2 para diferenciar três 
espécies do gênero Metarhizium. A amplificação com os iniciadores universais ITS1 e ITS4 
resultou em um fragmento de aproximadamente 540 pb para as linhagens brasileiras de M. 
anisopliae var. anisopliae, 600 pb para uma linhagem de M. anisopliae var. anisopliae 
originaria da Austrália, 650 pb para as linhagens de M. álbum e 600 pb para a linhagem de M. 
flavoviride. Brasileiro et al. (2004), utilizaram os iniciadores ITS4 e ITS5 obtendo fragmentos 
de 620 pb para dezoito isolados de Fusarium solani. 

 

 
Figura 27. Produtos da amplificação de DNA dos isolados entomopatogênicos com iniciadores ITS1 e ITS4. M = 
Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). C = Controle negativo. 1, 2, 3, 4 = Isolados de 
B. bassiana. 5, 6, 7, 8 = Isolados de M. anisopliae.  
 

4.7.2 Sequenciamento dos fragmentos amplificados  
 
As sequencias correspondentes à região ITS1 – 5.8 – ITS4 do DNAr das linhagens do 

presente estudo foram comparadas com sequencias de M. anisopliae (n. HM055427.1) e B. 
bassiana (n. KC121560.1), depositadas na base de dados GenBank. O alinhamento e analise 
filogenética destas sequencias revelaram agrupamentos que confirmaram a identidade 
taxonômica das linhagens usadas neste trabalho. As linhagens de M. anisopliae Ma10MI, 
Ma12MI, Ma58MI e Ma11MI agruparam com a sequência de uma linhagem da mesma espécie 
recuperada do banco de dados, apresentando similaridade de 100%. Com relação a espécie B. 
bassiana, foi observado que as linhagens Bb11MI, Bb79MI, Bb53MI e Bb27MI formaram um 
agrupamento com a linhagem de B. bassiana recuperada do GenBank, com 100% de 
similaridade (Figura 20). Segundo Carneiro et al. (2004), um fragmento amplificado de 600 pb 
de isolados de B. bassiana foi sequenciado e revelou uma homologia de mais de 97% com 

500 pb 
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sequências do rDNA de B. bassiana depositadas no GenBank. Carneiro et al. (2008), 
caracterizaram espécies de Beauveria por meio do sequenciamento da região ITS do rDNA e 
de marcadores RAPD. Os isolados foram caracterizados como B. bassiana ou B. brongniartii 
com elevado grau de identidade. A amplificação de genes ribossomais e regiões espaçadoras 
ITS e IGS têm sido amplamente utilizadas em estudos de taxonomia (DRIVER et al., 2000), de 
filogenia (RAKOTONIRAINY et al., 1994), de diversidade genética (ANDERSON et al., 2001; 
UETAKE et al., 2002) e na identificação e diferenciação de espécies (FOULY et al., 1997).   

 
Figura 28. Árvore filogenética construída pelo método de ML, Jukes-Cantor, mostrando a relação entre os isolados 
dos fungos entomopatogênicos obtidos do Parque Natural Municipal do Curió, Paracambi, RJ - Brasil, e outras 
espécies relacionadas depositadas no GenBank-NCBI. As sequências utilizadas são das regiões rDNA ITS1.  
 

A combinação filogenética ITS e TEF do gênero Beauveria (REHNER & BUCKLEY, 
2005) corroborou seu monofiletismo e delineou sete linhagens terminais bem suportados 
correspondentes para B. amorfa, B. bassiana, B. brongniartii, B. caledonica e B. vermiconia e 
duas novas linhagens, clado C, o que é filogeneticamente distinto, mas morfologicamente 
semelhantes a B. bassiana, e clado E, um táxon associado a um Cordyceps teleomorfo 
(REHNER et al., 2011). Mergulhão et al. (2014), utilizaram também a região ITS do DNAr e 
avaliaram a variabilidade genética e a filogenia de cinco isolados de Beauveria bassiana: IPA 
145, IPA 148, IPA 223, IPA 225 e IPA 226. A região ITS foi amplificada usando os primers 
ITS1 e ITS4, em que foi observado um amplicon com tamanho médio de 800 pb, o qual foi 
sequenciado. Os resultados mostram que todos os isolados, com exceção do IPA145, 
apresentaram-se como grupo monofilético. O IPA145 apresentou uma identidade genética com 
Cordyceps bassiana e B. bassiana de 99%. O IPA148 foi o mais distante geneticamente com 
relação aos demais, com menos de 40% de similaridade. Poeaim et al. (2014), detectaram a 
diversidade genética de 29 isolados de Beauveria, usando técnicas de sequenciamento, PCR-
FLP da região ITS1-5,8-ITS2 e uma pequena porção de 18S e 28S rDNA e RAPD. Os primers 
ITS1/ITS4 e PN3/PN16 detectaram um único fragmento de aproximadamente 600 a 900 pb, 
respetivamente. Conforme aos dados de sequenciamento todas as amostras dos isolados são 
Beauveria foram agrupados em dois grupos principais: B. bassiana e B. brongniartii. Além 
disso, B. bassiana foi subdividida em dois grupos: Bb011, Bb015, Bb016 e Bb025, cujas 
sequências foram diferentes da outra B. bassiana (dados não mostrados). Com base nos padrões 
de RFLP, os isolados eram divididos em dois grupos distintos como observado usando Alui e 
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HhaI (AspLEI). A técnica PCR-RFLP distinguiu com êxito 25 isolados de B. bassiana e 4 
isolados de B. brongniartii. A técnica RAPD foi utilizada para estudar a relação genética entre 
os 14 isolados. 

Marcadores RAPD e analises de sequencias ITS-rDNA tem sido aplicadas para 
determinar a diversidade genética de M. anisopliae e B. bassiana (DRIVER et al., 2000; MURO 
et al., 2005; ENTZ et al., 2005; BECERRA et al., 2007; FREED et al., 2011).  

Dessa forma Bautista-Galvez et al. (2012), fizeram a caracterização genética de isolados 
de M. anisopliae, onde obtiveram fragmentos de 600 a 800 pb da amplificação da PCR das 
regiões ITS1-ITS4 do rDNA. O tamanho dos fragmentos de DNA dos isolados de M. anisopliae 
coletados nas culturas de cana de açúcar foram similares as reportadas para a cepa de referência 
M. anisopliae (L0909). A comparação das ITS rDNA obtidas dos fungos isolados com respeito 
a base de dados do GenBank (NCBI) indicou que os isolados MM0801, AD0702, AD0803, 
CD0804, FC0805, FC0706, AS0807, GB0808, L0909, BC0710, SF0811, M370 e M374 
correspondem a M. anisopliae e os isolados AR0814 e JC0816 foram para B. bassiana. Driver 
et al. (2000), reavaliaram a taxonomia de Metarhizium spp. baseando-se em analises de 
sequencias da região ITS e moldes de RAPD. Estes autores encontrara, um alto nível de 
diversidade genética entre os isolados e revelaram novas variedades dentro de Metarhizium 
spp.. Desta forma, 10 grupos distintos são atualmente reconhecidos: M. anisopliae var. 
anisopliae, M. anisopliae var. majus, M. anisopliae var. lepidiotum e M. anisopliae var. 
acridium (as duas ultimas são consideradas novas variedades de M. anisopliae)., M. álbum, M. 
flavoviride var. flavoviridae, M. flavoviride var. minus, M. flavoviride var. novazealandicum, 
M. flavoviride var. pemphigum e M. flavoviride Type E (sendo que as três ultimas representam 
novas variedades de M. flavoviride).  

A região ITS é constituída por 500-800 pb, de acordo com Pantou et al. (2003), o rDNA 
de M. anisopliae contem 8118 pb, incluindo os genes de rRNA de 18S, 5.8S E 28S. O 
sequenciamento da região ITS permite uma comparação com sequencias de outras linhagens de 
Metarhizium spp. já conhecidas e o alinhamento e a analises filogenéticas confirmaram a 
identidade taxonômica dos isolados analisados. Os isolados Ma10MI, Ma12MI, Ma58MI e 
Ma11MI foram identificados como sendo pertencente a espécie M. anisopliae. A similaridade 
encontrada entre as sequencias da região do rDNA destes isolados com M. anisopliae foi de 
100%. Tigano-Milani et al. (1995), observaram que o genótipo de um isolado parece estar mais 
relacionado com o hospedeiro do que com o local de origem geográfica. Esses autores relataram 
que o solo apresenta muitos isolados de M. anisopliae com grande variabilidade genética em 
uma área especifica. Até à data, apenas um número limitado de estudos tem definitivamente 
identificado cepas brasileiras de Metarhizium usando métodos contemporâneos baseados em 
sequência. Oito espécies Metarhizium foram documentadas para ocorrer no Brasil utilizando a 
1-alfa (50-TEF) como a identificação de espécies de diagnóstico (Bischoff et al. 2009), 
incluindo M. anisopliae s. s, M. pemphigi (Driver & R.J. Milner) Kepler, S. A. Rehner & 
Humber, comb. et stat. nov. (=M. flavoviride var. pemphigi), M. lepidiotae (Driver & Milner) 
J.F. Bisch, Rehner & Humber, M. pingshaense Q. T. Chen & H. L. Guo e Metarhizium robertsii 
J. F. Bisch., Rehner & Humber, M. acridum (Driver & Milner) J. F. Bisch., Rehner & Humber, 
M. brunneum Petch, M. majus (J. Johnston) J. F. Bisch., Rehner & Humber (LOPES et al. 
2013a, b, 2014; ROCHA et al. 2013).  
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5 CONCLUSÕES 
 

� O método de larvas isca é o mais eficiente (88%) para o isolamento de fungos 
entomopatogênicos. 

� Foram isolados 216 fungos entomopatogênicos, 106 foram identificados como sendo 
Beauveria bassiana, e 85 como sendo Metarhizium anisopliae, através da 
caracterização morfológica. 

� O isolamento de fungos entomopatogênicos usando meio seletivo proporciona uma 
menor taxa de detecção geral (12,0%), a maior quantidade de fungos 
entomopatogênicos ocorreu no período chuvoso, pois neste período foram encontradas 
temperaturas mais elevadas bem como maior umidade do solo, propiciando boas 
condições para os fungos entomopatogênicos. 

� A maior ocorrência de B. bassiana e M. anisopliae é apresentada usando o meio 
BDA+TI. 

� A espécie mas predominante é B. bassiana isolada com G. mellonella (36,0% e 36,0%) 
no período seco e chuvoso.  

� Metarhizium anisopliae foi mais isolado em larvas de T. molitor no período seco e 
chuvoso (33,3% e 32,0% respetivamente).  

� O método isca com larvas de G. mellonella e T. molitor é um método sensível para o 
isolamento de fungos entomopatogênicos em solo. 

� A ocorrência de M. anisopliae e B. bassiana não é afetada pelas propriedades do solo. 
� Os fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae mostraram diferentes 

capacidades de produzir a morte nos insetos, tendo as cepas Bb53MI e Bb79MI de B. 
bassiana com maior virulência (79,33 e 80,66% respectivamente) para G. mellonella; a 
cepa Bb79MI de B. bassiana foi a mais virulenta (78%) para T. molitor. As cepas de M. 
anisopliae com a mais alta virulência foram Ma58MI e Ma10MI para G. mellonella 
(83,33 e 81,33% respectivamente) e para T. molitor (82 e 82% respectivamente). 

� O sequenciamento da região ITS permitiu uma comparação com sequencias de outras 
linhagens de Metarhizium spp. e Beauveria spp., já conhecidas e o alinhamento e as 
analises filogenéticas confirmaram a identidade taxonômica dos isolados. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A 

Batata Dextrose Ágar + Tegumento de Inseto (Tenebrio molitor):  
Dextrose  20 g 
Ágar  20 g 
Cloranfenicol 0,05 g 
Tegumento de T. molitor 5 g 
Água destilada  1000 mL, pH 7 

OBS: Os insetos foram desinfetados com hipoclorito de sódio a 1%, foram 
maceradas em uma solução tampão fosfato pH 7,0 e esterilizado em autoclave a 
120 °C durante 20 minutos. 

Meio Martin  

Glicose  10 g 
Peptona  5 g 
KH2PO4 1 g 
MgSO4.7H2O 0,5 g 
Rose de Bengal  30 mg 
Ágar  20 g 
Cloranfenicol 100 mg 
Água destilada  1000 mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

135 

 

ANEXO B 

Extrato de Malte Agar (MEA) (KLICH & PITT, 1988): 
Extrato de Malte 20 g 
Peptona Bacteriologica  1 g 
Glicose  20 g 
Ágar  20 g 
Água destilada  1000 mL, pH 7 

Ágar Arroz (CHAGAS et al., 2010): 
Extrato de Arroz parboilizado Triturado 15 g 
Ágar 20 g 
Peptona 20 g 
Água destilada 1000 mL, pH 7 

Batata Dextrose Ágar (BDA) (GATTI et al., 2003): 
xtrose  20 g 

NaCl 60 g 

Cloranfenicol 0,05 g 

Ágar 15 g 

Água destilada  1000 mL, pH 7 

OBS: Adicionar 200 g de batata picada em 1L de água destilada, deixar por 1h na 
fervura em seguida filtrar e adicionar ao filtrado os outros ingredientes. 

Agar Agua (AA) (GONZALEZ et al., 2001):  
Ágar  20 g 
Água destilada  1000 mL, pH 7 
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ANEXO C 

Dieta de larvas (Galleria mellonella e Tenebrio molitor) 

Galleria mellonella (Machado, 1988): 
Cera de abelha  472 g 
Leite em pó desnatado 96 g 
Levedura de cerveja  188 g 
Fubá de milho 385 g 
Soja  160 g 
Glicerina  416 g 
Água destilada 300 mL 

 

Preparo da dieta 

a) A soja será cozida por 30 a 45 minutos, após o que será batida em 
liquidificador usando a própria água do cozimento. 

b) Os ingredientes secos serão misturados de forma bem homogênea. 
c) Em uma panela será derretida a cera de abelha. 
d) A glicerina, soja do liquidificador e os ingredientes secos, 

devidamente misturados, serão adicionados junto à cera de abelha 
derretida. 

e) A mistura ficará em cozimento por 15 a 20 minutos e, em seguida, 
será armazenada em recipiente de vidro para ser conservada em 
geladeira. 

 

Tenebrio molitor: 

Gérmen de trigo estéril e pedaços de Torrada 50 g/ C 
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ANEXO D 

Tampão de extração CTAB - Método CTAB (DOYLE & DOYLE, 1987): 

Tampão A:  
Sorbilol 6,38 g 
Tris-HCL  1,21 g 
EDTA 0,19 g 
Agua MiliiQ 100 mL 
Ajustar pH = 8,0 com HCL 
Tampão B:  
NaCl 11,69 g 
CTAB 2,0 g 

Tris-HCl 2,42 g 

EDTA 1,86 g 

Agua MilliiQ 100 mL 

Preparo do Tampão de extração CTAB:  

Tampão A 40 mL 

Tampão B 40 mL 

SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sódio) 8 mL 

Bissuifito de Sódio 1% 0,96 g 

Carvão ativado 0,1% 0,096 g 

PVP 2% 1,92 g 

β-mercaptoetanol 192 µL 

 


